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INTRODUCCION 
El surgimiento y la evolucidn de 10s orqanismos 
multicelulares se bas6 en la habilidad de las c4lulas 
; eucaridticas para expresar su informacidn genktica de 
diversos modos y para funcionar en forma cooperativa, coma 
- f 
un sulu organismu. Una de las adquisiciones mds antiguas 
. fueprobablemente l a d e  10s epitelios, en los que las 
.1 
f cQlulas se unieron para formar capas, separando el espacio 
I 
interno del exterior. bdemds de Ids cglulas epiteliales 
pueden haber aparecido, entre las cdlulas dif erenciadas 
primitivamente, las nerviosas, las musculares y las 
conecti vas. 
En el desarrollo de 10s animales superiores, las 
mismas estrategias evolutivas 5e utilizaron para producir 
un mayor n13mero de tipos celulares especializados y m4todos 
de coordinacidn mbs sofisticados. Claros ejemplos de esto 
son el sistema inmune de 10s vertebrados, el sistema 
nervioso y 10s sistemas hormonales. 
La coordinacidn entre las distintas c4lulas de un 
arganismo mu1 ticelular requiere la comunicacidn entre 
ellas. Esta comunicacidn se precisa para el desarrollo y 
la organizacidn de 10s tejidos, para el control del 
crecimiento y la divj.si6n y para la coordinacidn de sus 
diversas actividades. La importancia y la comple jidad de 
la comunicacidn intercelular en 10s animales superiores 
sugieren que una gran proporci15n de 10s genes de estos 
orqanismos estdnJinvolucrados en dichos procesos. 
Se puede considerar que las c&lulas se comunican 
esencialmente a trav&s de tres mecanismos: a) forman 
uniones en hendidura que comunican directamente los 
citoplasmas; b) tienen mol4culas unidas a la membrana que 
inf luyen sobr-e 1 as cGlulas adyacentes; y c) secretan 
sustanci as qu imi cas que act6an sobre c&l ul as a1 e jadas. 
Este ~iltimo mecanismo indirect0 presenta a su vez tres 
modalidades; 1) la mayor ia de las cdlulas de un organism0 
secreta sefiales qu [micas que f uncionan como mediadores 
locales, rdpidamente captados y destruidas; 2) las cClulas 
enddcrinas secretan hormonas que viajan por la sangre para 
actuar sobre c&lulas amp1 iamente distribuidas en el cuerpo; 
y 3) l a s  c & l u l a s  nerviosas forman s inaps is  con l a s  c & l u l a s  
blanco y secretan mediadores quimicos de muy c o r t o  alcance, 
denomi nados neurotrasmi sores, que 561 o acthan subre 1 a 
c d l u l a  adyacente. 
Las c k l u l a s  nerviosas y l a s  endbcrinas estdn a1 tamente 
especia l izadas y t raba jan  en forma coordinada para r egu la r  
: l a s  d i s t i r i t a s  ac t iv idades de m i l l ones  de c d l u l a s  de un 
animal. Las c& lu l as  nerviosas transmi t e n  l a  i n f  ormacibn 
t 
mucho m6s rdpidamente que l a s  enddcrinas porque no dependen 
, de f ac to res  comu l a  d i f u s i b n  o e l  f l u j ~  sanguine0 para 
n 
l l e v a r  l a  informacibn. La sefial nerv iosa es conducida 
velozmente par impulsos e l 4c t r i cos .  Solamente con l a  
l i b e r a c i d n  de un neurotransmisor, en una te rm ina l  nerviosa, 
10s impulsos e l g c t r i c o s  se transforman en una sefial 
qu imica; entonces, e l  neurotransmisor 5610 debe d i f  und i r  a 
t r avks  de d i s t anc i as  microscdpicas para alcanzar l a  c 4 l u l a  
blanco. En cambio l a s  hormonas se d i l u yen  much isimo en el 
t o r r e n t e  sanguine0 y por l o  t a n t o  deben ser capaces de 
actuar en muy ba jas  concentraciones (menores que 1 ~ ) - ~  M)  .
Los neurotransmisores se d i l uyen  muy poco y alcanzan 
concentraciones re la t ivamente  a1 t a s  ( lao4 M )  en l a s  
inmediaciones de l a  c & l u l a  blanco. 
Para el control de la funcidn gonadal, 10s sistemas 
enddcrino y nervioso estdn f isica y funcionalmente unidos 
por una regidn especifica del cerebro denominada 
hi potdl amo. Este drgano se ubica por encima de la 
hipofisis, a la que estd unida por el tallo pituitario. La 
funcidn de intermediario que ejerce el hipotdlamo entre 
ambos si stemas 1 a desarrol 1 an c4l ul as que ti enen 
propiedades mixtas. En ellas se dan procesos nerviosos, 
transmi tiendo ihpulsos el&ctricos per0 tambi&n 1 iberan 
sefiales quimicas a la sangre. Cada una de estas celulas 
neurosecretoras puede ser estimulada por otras regiones del 
cerebro para liberar una hormona peptidica especifica a 10s 
vasos sangu Cneos del tal lo pitui tario. La hormona entonces 
modula especificamente la secrecidn de una segunda hormona 
por la gldndula pituitaria. Muchas de estas hormonas 
hipofisarias, tambih proteicas, regulan a su vex el 
funcionamiento de otras gldndulas enddcrinas. Un ejemplo 
tipico lo constituye la hormona luteinizante (LH) que es 
una glicoproteina cuya secrecidn por la hipofisis anterior 
estd regulada por la hormona liberadora de gonadotrofinas 
de origen hipotaldmico, y en el macho, estimula la 
produccidn de andrhgenos (esteroides sexuales masculines) 
por el test lculo. 
muchos Las hormonas hi pof i sari as, 
neurotransmisores, droqas y toxinas, inician sus acciones a 
interacciones especificas con mol&culas 
corriplementarias. El concepto de' "receptor" tiene su oriqen 
en el estudio de toxinas celulares. A comienzos de este 
siqlo, 10s trabajos sobre 10s efectoa del curare y la 
nicotina 1l.evaron a Langley (1) a postular la existencia de 
una "sustancia receptiva" en las cblulas. 
, las investigaciones de Ehrlich (2) 
Paralefamente, 
sobre la toxina del 
t ;  
d tdtanos y la acci6n antimicrobiana de algunos colorantes lo 
! 
llevaron a formular el concepto de receptor. Los trabajos 
de Clark (3,4), relacionados con la atropina y la 
acetilcolina, revelaron que 10s receptores para estas 
sustancias estaban presentes en muy pequeEas cantidades y 
muy probablemente sobre la membrana celular. 
~a mayoria de las seEales quimicas afectan a sus 
c4lul as blanco a1 terando las propiedades o 1 a veloci dad de 
s intesis de proteinas preexistentes o iniciando la 
produccitn de nuevas. En las distintas cdlulas la misma 
sefial suele modif icar distintas proteinas y por lo tanto 
t e n e r  d i s t i n t a s  r e s p u e s t a s .  E s t o  n o  p u e d e  e x p l i c a r s e  
s i e m p r e  p o r  d i f e r e n c i a s  e n  1 0 s  r e c e p t o r e s .  En muchos  c a s o s  
l a  misiiia mol&cul .a  se u n e  a r e c e p t o r e s  p r o t e i c o s  i d & n t i c c s s  
y ,  s i n  e m b a r g o ,  p r o d u c e  r e s p u e s t a s  muy d i f e r e n t e s .  
S u t h e r l a n d  y s u s  c a l . e g a s  (5,6) p r a p u s i e r o n  a l a  
memtsrana c e l u l a r  como el. s i t i o  d e  a c c i d n  d e  l a s  hcst-monas 
p e p t  i ' d i c a s ,  b a s a d a s  e n  o b s e r v a c i o n ~ ? ~  q ~ t e  i n c l ~ t  i'an el 
h a l . l a z g o  d e  q u e  l a  i n t e r a c c i d n  d e  c a t e c o l a m i n a s  c o n  l a  
membrana p l a s m d t i c a  d e  l o 5  eri t r n c i t n s  p r o d u c  ;a l a  
a c - t i v a c i d n  d e  l a  a d e n i l a t o  c ic lasa .  D e s d e  e n t o n c e s ,  se h a  
demos . t r ado  q u e  l a  mayor la d e  la5 h o r m o n a s  p e p t  i ' d i c a s  s o n  
c a p a c e s  d e  p r o d u c i r  u n a  i m p c r r t a n t e  gama d e  r e s p u e s t a s  
b i o l h g i c a s  u n i k n d o s e  a s u s  r e c e p t o r e s  d e  membrana. E l  
d e s a f  l o  a c t u a l  c:onsi  ste  e n  d e v e l  ar 10s c o m p l e j  i s i m o s  
mecan i smos  qi.te t r a d i i c e n  el r e c o n o c i m i e n t o  i n i c i a l  d e  un 
l i g a n d o  e n  u n a  t - e s p u e s t a  c e l u l a r  d e t e r m i n a d a .  En esta  
tesis se u t i l i z 6  coiiio modelo  p a r a  el e s t u d i o  d e  l a  a c c i 3 n  
hormonal. l a  hnrmnna  l u t e i n i z a n t e  y  sus e f e c t o s  s o b r e  l a s  
c t l u l a s  d e  L e y d i g  d e l  t e s t i ' c u 1 . o .  E l  resto d e  esta 
i n t t - o d u c c i d n  p r e t e n d e  s i n t e t i z a r  el d e s a r r o l  l o  d e  105 
c a n o c i m i e n t o s  a c t c t a l e s  s o b r e  el mecan i sma  d e  a c c i d n  d e  l a  
LH e n  l a s  c 4 l u l a s  d e  L e y d i g  y a l g u n o s  a s p e c t 0 5  
re1 aci onados. 
La elucidacidn del mod0 de acci6n de las hormonas en 
sus cCl~tlas blanco reqiliere un conocimiento precis0 de la 
localizaci6n celular de 10s sitios receptores a 10s cuales 
; s e u n e  inicialmenteel ligando. Los estudios realizados 
"in vivo" (7,8) e "in vitro" (9,101 con hormanas marcadas 
con iodo radiactivo demostraron que entre las -c4lulas 
; intersticiales del test iculo, las cClulas de Leydig, son 
1. 
d capaces de captar preferencialmente LH o gonadatrofina 
$ 
cori15riica humana (hCG). Algunos de estos experimentos 
f ueron real izados en di spersi ones de c4lulas 
intersticiales, que retienen tanto la capacidad de unir la 
hormona como la de biosintetizar testosterona a partir de 
precursores radiactivos (11,12). 
Los receptores gonadales para LH o hCG fueron 
localizados en la fraccidn de membranas (13) y pudieron ser 
solubilizados con detergentes ( 1 4 ) .  Estos receptore3 en 
c4lulas de Leydig se identificaron como glicoproteinas 
asimbtricas de peso molecular de 190.000 dal tons, con un 
fosfolipidico minoritario ( 15 ) ,  han 
purificados hasta casi homogeneidad , parecen estar 
compuestos par dos subunidades de 90.000 dal tons (16). 
Estos datas, abtenidos par tdcnicas de fraccionamiento y 
cromatograf i'a de afinidad, han sido confirmados por 
estudios mds recientes mediante entrecruzami ento 
covalente de la hormona con el receptor (17) y la marcacidn 
"in vitro" de 10s receptores para LH con ~35~3-metionina 
(18). La capacidad de unidn de LH de 10s test iculos de 
d 
ratas adultas es aproximadamente de 1 pmol /g lo que 
equivale a unos 20.000 sitios por cg1ul.a de Leydig (19). 
Los receptores de LH en cklulas intersticiales del 
test Cculo han sido visualizados por varias tkcnicas como 
inmunofluorescencia (201, autorradiografia de hCG marcada 
con ferritina, con tgcnicas indirectas de inmunoferritina 
(21) y 1ocalizacic;n de l25.I-hcC3 (21,221. Estos mdtodos 
demostraron una ubicacidn predominante de 10s complejos 
hormona receptor en la superficie celular, concordante con 
resul tados previos de estudios de f raccionamiento 
subcel ul ar . 
Interaccihn dg Lqs receetpues cqn &a adenilatp ciclasa; 
-----------
@MFG rpmp segunde Qensaievq 
Es conocido que la respuesta f undamental del test iculo 
a la gonadotrofina es la estimulacibn de la produccidn y la 
secrecidn de testoster-ona (23). Sin embargo, antes de la 
respuesta esteroidog&nica, el primer efecto de la LH en la 
;. funcidn de las c4lulas de Leydig consirjte en la activaciljn 
de la adenilato ciclasa tAC) y por 10 tanto la sintesis de 
AMPc (24,25). L o  niveles de AMPc se incrementan a 10s 
pocos segundos de la interaccidn hormona receptor, mientras 
A 
que el aumento en la secrecidn de testosterona reci4n es 
evidente despu4s de 5 - 10 minutos (26). For otro lado la 
respuesta esteroidogGnica de las c4lulas de Leydig puede 
ser reproducida por andlogos del AMFc (27) y la 
sensibilidad de la respuesta androgdnica a la gonadotrofina 
es aumentada par la accidn de inhibidores de las 
fosfodiesterasas (281, enzimas responsables de la 
hidr6l isis del nucledtido c iclico. Estas observaciones son 
consistentes con un papel del AMPc como intermediario 
intracelular de la acti vacidn esteroidag&nica por 
gonadotrofinas. 
Varios,experimentos posteriores confirmaron a1 AMFc 
como segundo mensajero en la estimulacid~n par LH de la 
~steroidog&nesis testicular. Duf au y colaboradores (29) 
probaron que la curva dosis respuesta para la ocupaci6n de 
5i tios intracelulares para AMPc (provenientes de 
subunidad regulatoria de la quinasa proteica dependiente de 
AMFc) se superpon ia a la de produccidn de testosterona. 
Muchos de 10s efectos de la LH podian lograrse mediante la 
estimulacidn con toxina de cdlera (30) o con forskolina 
d 
( 3 1 )  siendo estas dos sustancias activadores inespecificos 
de la AC. La produccidn de AMPc y testosterona, estimulada 
por adrenocorticotrofina en hibridos de cglulas de Leydig y 
de adrenal (321, es una prueba mds del papel del nuclecitido 
en la activacidn de la esteroidog&nesis. El GMFc, en 
cambio, no actda como segundo mensajero en las acciones 
la LH sobre el test ~ C L \ ~ O  (33 ) .  
La hipdtesis del receptor mdvil, que ha sido propuesta 
como un mecanismo por el cual la AC es modulada dentro de 
la membrana celular par la interaccidn con el receptor, se 
basa en la suposicidn que el receptor y la enzima son 
mol&culas distintas y aisladas. Se propuso que la 
ocupacihn del receptor por la hormana aumenta la afinidad 
d e l  r e c e p t o r  p o r  o t r o s  c o m p o n e n t e s  d e  l a  membrana, como 10s 
i n v o l u c r a d o s  e n  l a  a c t i v a c i d n  d e  l a  AC. E s t e  mode10 e n  d o s  
e t a p a s  es c o n c o r d a n t e  c o n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q u e  e x i s t a  
d i f u s i h n  la te ra l  d e  10s r e c e p t o r e s  y l a s  m o l & c u l a s  
e n z i m d t i c a s  e n  l a  m a t r i z  f l u i d a  d e  l a  membrana p l a s m d t i c a .  
E s t o  tambiGn e x p l i c a  l a  a c t i v a c i d n  n o  a d i t i v a  d e  l a  AC, e n  
cier tas  c G l u l a s ,  p a r  d i s t i n t a s  hormonas  y l a  m o d u l a c i d n  d e  
p r o c e s o s  d e  membrana i n d e p e n d i e n t e s ,  p o r  u n a  m i s m a  hormona.  
S i  b i e n  16s r e c e p t o r e s  p a r a  hornionas  p a r e c e n  estar 
. f i s i c a m e n t e  d i f e r e n c i a d o s  d e  l a  AC, 10s d o s  t i p o s  d e  
m o l G c u l a ~  p o s e e n  u n a  r e l a c i d n  i ' n t ima  e n  el a s p e c t 0  
. f u n c i o n a l .  L o s  e s t u d i o s  d e  l a  r e l a c i d n  e n t r e  l a  AC y 10s 
r e c e p t o r e s  e s p e c ( f i c o s  p a r a  h o r m o n a s  p r o t e i c a s ,  e n  u n a  
v a r i e d a d  d e  c o n d i c i o n e s  f i s i o l d g i c a s  y d e  d e s a r r o l l o ,  h a n  
d e m o s t r a d o  l a  c e r c a n a  c o r r e l a c i d n  e n t r e  estas  d o s  
a c t i v i d a d e s .  P o r  e j e m p l o ,  l a  a p a r i c i d n  d e  r e c e p t o r e s  p a r a  
g o n a d o t r o f  i n a s  e n  el test ( c u l o  f e t a l  e s t d  a s o c i a d a  a l a  
a p a r i c i d n  d e  l a  r e s p u e s t a  e n  AMPc y a l a  c a p a c i d a d  d e  
s i n t e t i z a r  t e s t o s t e r o n a  a n t e  el 
(34) .  
est i m u l o  hormona l  (LH) 
Algunos modelos mds recientes han descripto una mayor 
complejidad funcional del sistema de la AC. El sistema 
tiene por lo menos tres sitios a 10s que se unen distintos 
ligandos modificando la actividad enzimdtica (35,361. 
Estos sitios son: 1) el receptor para la harmona; 2) el 
sitio catal i'tico que r-eacciona con el cnmplejo Mg-ATP; y 3) 
un si ti0 regulatorio intermedio que reacciona con 
' nuc1et;tidos de guanina. Los efectos'de estos nucledtidos 
han sida estudiados en varios tejidos dependientes de 
hormonas. findlogos sint4ticos de GTP, resi stentes .a 
" hidrdlisis enzimdtica, son capaces de estimular a la 
4 
! mayor i'a de 10s sistemas de AC, sugiriendo un papel de 
activadores alost&ricos para 10s nucleCtidos de guanina. 
El Gpp(NH)p activa la AC uni4ndose a1 mismo sitio que el 
GTP. La uniCn de Gpp(NH)p a las membranas celulares ha 
sido correlacianada en alg~tnos tejidos con .el grado de 
activacihn de la AC. El modeloactual postulaque 10s 
receptores de membrana forman complejos oligom4ricos con 
una proteina regulatoria de la membrana (N)  e impiden que 
Qsta reaccione con GTP. La hormona, a1 unirse a1 receptor, 
libera la proteina para que se le una el nucledtido y 
ese mod0 pueda interactuar con la subunidad catalitica del 
La enzima de la c6lula de Leydig es casi totalmente 
dependiente de los nucledtidos de guanina para responder a 
las gonadotrofinas (39). La estimulacidn de la AC es 
amplificada por la presencia de Gpp(NH)p. Por otro lado, 
existen evidencias en otros sistemas (40,411 de un papel 
importante de las proteinas capaces de unir GTP en el 
metabolismo de 10s fosfoinositoles y sobre todo, en la 
movilizaci6n dei i6n calcio. Este ibn produce, en c6lulas 
de Leydig, un efecto potenciador de la esteroidogCnesis 
estimulada por LH (421, posiblemente a travCs de un 
mecanismo en el que interviene la quinasa de proteinas 
dependiente de calcio y fosfol ipidos (43). 
B~tinasas y fnafgr&lacidn dl proteinas ge ha accidn BMeg 
La capacidad del AMFc de activar una quinasa en el 
higado result6 ser un rasqo comdn de las c4lulas 
eucaridticas, en las que todas las acciones del AMPc 
parecen estar mediadas por 1 a f osf ori 1 acibn de prote inas. 
Este mecanismo es iniciado par una quinasa de proteinas 
IPE) dependiente de 6MPc. La PK transfiere el grupo 
fosfato en la posicidn Y del ATP a1 sustrato proteico. 
La especificidad de las respuesta mediadas por AMPc 
dependen del tipo de PE, y particularmente de 10s sustt-atos 
presentes en cada tipo cel~~lar. Se 6odr ia esperar que 
existiera una gran variedad de FK con especificidad para 
10s distintos sustratcts. Sin embargo, s610 se han 
identificado unas pocas formas de la enzima. La mayoria de 
las PE controladas por hormonas en tejidos blanco dependen 
de ANPc, y unas "pocas de GMPc, . calcio o f osfol ipidos. 
Estas PK son esti mu1 adas por concentraci ones mi cram01 ares 
de 10s nucledtidos y responden casi instantdneamente a1 
aumento en los niveles del nucledtido ciclico disparada por 
la hormona. La PM dependiente de AMPc en su forma inactiva 
es un tetrdmero compuesto por dos tipos de subunidades, una 
capaz de unir AMPc y la otra con actividad catal itica. Hay 
en cada tetrdmero dos subunidades regulatorias (R)  y do5 
catal i'ticas (C) . Cuando el AMPc se une a las regulatorias 
(2 mol&culas de AMPc por cada subunidad) se liberan la5 
catal iticas en su forma activa: 
R2C2 linactiva) + 4 AMPc ==== RZAMPc + 2 C (act i vas) 
La subunidad catalitica es probablemente comdn a todas 
las .formas de PE dependientes de AMF'c, mientras que las 
regul ator-I. as muestran di f erenci as. Las f ormas solubl es de 
la PE dependiente de AMPc pueden ser separadas en dos 
clases utilizando columnas de intercambio idnico. La PK de 
i tip0 I es menos dcida, puede ser CAcilmente eluida por 
sustrato o NaCl 0 , 5  M y se reasocia lentamente despu4s de 
la activacidn cbn AMPc. La de tipo I1 es mds deida, es 
elui'da lentamente por las histonas y sales pero se reasacia 
:? 
9. 
rdpidamente para f ormar. el 01 igbmero inactive. Las dos 
ha1 aenz i mas 
mol ecul ar . 
son similares en su composicidn y peso 
Las diferencias se presentan en el peso 
molecular y la funcidn de las subunidades regulatorias. 
Las de tip0 I unen Mg-ATP, mientras que las de tip0 I 1  
catal izan su propia subunidad 
regulatoria. No estd claro adn el significado funcional de 
estas diferencias. Ambos tipos de PK dependientes de &MPc 
fosforilan de mod0 relativamente especifico residuos serina 
en regiones definidas de la estructura primaria de muchas 
prote i'nas. 
Como se habla encontrado en la qldndula adrenal y en 
el o v r i o  con adrenocorticotrofina y LH respectivamente 
144,451, la PK dependiente de AMPc es estimulada en c&lulas 
de Leydig por acciCn de la LH (46). Desde entonces el 
grupo de Dufau ha caracterisado las quinasas de proteinas 
existentes en las celulas intersticiales del test iculo 
(47-50).En estos trabajos se demostrd que la quinasa de 
c&lulas de Leydig en columnas de intercambio idnico se 
comporta como del tip0 I perm las demds carateristicas son 
6 
las del tipa 11. qeles de 
poliacrilamida un doblete de pesos maleculares 54.000 y 
56.000 daltons. La uni6n de AMPc, por otro lado, disminuye 
en forma dependiente de la hormona utilizada para estimular 
previ amente 1 as c&l ul as. 
Una vez activada, la quinasa produce una cascada de 
f osf ori 1 aci6n de prote inas en cGlul as de Leydig intactas 
(51). Las curvas de aparicidn de proteinas fosforiladas y 
de produccidn de andr15genos en funci6n de la concentracidn 
de LH son muy similares (52,531. A 10s pcicos minutos de 
incubacidn con 3 * ~  aparecen por lo nenos cinco proteinas 
fosforiladas. Una de ellas, de 57.000 daltons de peso 
molecular, es la subunidad regulatoria de la PK dependiente 
de AMPc (54). Otras han sido localizadas en lo5 microsomas 
y podr ian regular la sintesis de otras proteinas de vida 
media corta que, a su vez, estimularian la actividad 
mitocondrial de ruptura de la cadena lateral dzl colesterol 
(33-57). Una de estas protei'nas podri'a ser la S6 de 
ribosomiis ( 5 8 ) .  Las demds proteinas que se f osf ori lan por 
de la LH son proteinas bdsicas que se encuentran en 
c. 
el ndcleo. Pese a estos datos, la naturaleza y la' f~tnci~isn 
de la mayoria de estas proteinas no se conoce adn. 
, S intesi s dg prote inas re1 aci onadas cpq &a esteroi dpggngsgs 
ai 
r 
Se menciond anteriormente que la sintesis de algunas 
proteinas estar ia involucrada en la estimulacidn de la 
produccidn de testosterona por las cklulas de Leydig. Esta 
hi pdtesis estd aval ada por 10s ef ectos provocados por 
inhibidores de la sintesis de ARN y de proteinas (59-61) 
sobre la esteroidog&nesis estimulada por gonadotrofinas. 
Es particularmente interesante el efecto 
cicloheximida, ya que provoca una inhibicidn de la sintesis 
de testosterona siguiendo una cin&tica de primer orden con 
una vida media de 13 minutos (62). Utilizando geles de 
poliacrilamida se han encontrado varias proteinas que son 
inducidas por LH en ch l u l as  de Leydig (63-65). Tambihn se 
~ n c o n t r d  una p ro te ina  de 33.000 da l tons  y una v i da  media de 
1 minutos que, i b ien  no es inducida por l a  hormona 
podr i'a ser necesar ia para su accidn (63). Un t r a b a j o  
r ec i en te  ( 6 6 )  conf i rm6 l a  est imulac idn por qonadotrof inas 
de l a  s i n t e s i s  "de navo" de p ro te inas  de v i d a  media cor ta ,  
necesar ia para l a  producci6n de es tero ides  en cg l u l as  de 
Leydiq tumorales. Como en e l  caso de l a s  fos fopro te inas ,  
no se ha podido adn demostrar l a  func i6n  de estas p ro te inas  
-5 
en e l  mecanismo de acci6n hormonal. 
I n t e rna l i zac i dn  de l  comele i o  hormona receptgr  
--------------- --- --- 
E5 conocida l a  capacidad de l a s  c k l u l a s  blanco para 
responder a cambios en l a  concentracidn de l i gando  mediante 
l a  requ lac idn  de l  ncimero de receptores. Esta modulacidn de 
10s s i t i o s  se d a r i a  a t raves  de un mecanismo de endoc i tos i s  
de l a  hormona mediada por e l  receptor .  S in  embargo no es  
de l  todo c l a r o  e l  f i n  para e l  cua l  se produce l a  
i n t e r n a l i z a c i 6 n  de l a  hormona. Las dudas surqen de l a  
l o c a l  i zac i dn  de l  comple j o  hormona receptor  asociado a1 
aparato de Golqi  o a 10s lisosomas donde, aparentemente, el 
l i gando es degradado (67-69). Estos hechos suqieren que l a  
internalizacidn de la hormona podr ia tener un papel cr itico 
en la regulacidn de la sensibilidad de las c4lulas ante 
nuevas e:.:posiciones a la hormona (70,711. Si bien el 
desarrnllo del proceso de internalizacihn y degradacidn es 
demasiado lenta para explicar las respuestas agudas 
inducidas por la hormona, no se descarta que cambios 
importantes como el crecimiento celular, la dif erenciacidn 
celular o la induccidn de proteinas estkn controlados por 
E S ~ O S  procesos. Q~tizds distin.tas subclases de receptores 
d 
controlan f unciones bioqu imicas en dif erentes organelas 
cel ul ares. 
Uno de 10s principales factores que se requieren para 
la endocitosis mediada por receptor parece ser la movilidad 
lateral de estas macromol&culas en el plan0 de la membrana. 
Con t&cnicas de fluorescencia se ha demostrado que, a 
temperaturas f isioldqicas, el n6mero de receptores mdvi les 
y su velocidad de difusihn disminuyen con el tiempo de 
incubacidn (72,731. La disminucidn en la difusibn se 
deberia a la formacibn de aqregados que, en 
instancia son endocitados (74-76). Si bien 10s estudios de 
fluorescencia indican que 10s receptores, oriqinalmente 
mdviles, son inducidos a agreqarse por la unidn de ligandos 
I 
monovalentes, tkcn icas  mds sens ib les  muestran que, en 
I algunos casos, e x i s t e  una preagregacidn de 10s receptores  
I (76,771, Los experimentos rea l i zados  con ant icuerpos a n t i  
receptor  de i n s u l i n a  o de LH (78-80) o con l e c t i n a s  (81) 
I sugieren que l a  agregacidn de 10s receptores  es una 
I condi c i  6n necesar i  a, aunque no s i  empre suf i c i e n t e ,  para 
d isparar  l a  respuesta b i o l d g i c a  en l a  c d l u l a  blanco. 
P 
Todos es tos  procesos de membrana r e s u l t a n  f ina lmente  
en una i n t e r n a l i z a c i d n  de l  complejo hormona - receptor  v i a  
endoci t o s i  5. Brown y Go1 d s t e i n  demostraron que 1 as 
l igandos, en es te  caso l a s  1 ipoprote inas,  se acumulaban en 
regiones espec i f i cas  de l a  membrana (82). Mds de un 50% de 
l a  l i p o p r o t e i n a  unida a l a  membrana de l  f i b r o b l a s t 0  se 
concentraba en un 2% de l a  superf i c i e  c e l u l a r  (83). Estas 
zonas de l a  membrana, en muchos casos, t i enen  como 
c a r a c t e r i s t i c a  que en su lado  i n t e r n o  estdn r ecub ie r t as  por 
l a  p ro te i na  c l a t r i n a ,  de donde toman e l  nombre de "pozos 
recub ier tos" .  Los pozos r ecub ie r t os  producen 
invaginaciones que f ina lmente  se ves icu lan  para  formar l a s  
"ves icu las  recub ie r tas "  (841, que luego p ie rden l a  
c l a t r i n a ,  posiblemente para ser r e c i c l a d a  a l a  membrana 
( 8 5 ) .  Se forman asi' 10s receptosomas. Otros autores 
Esta nueva organel a, tambi &n denumi nada endosoma, 
parece tener como destino su fusiCn con lisosomas. Ademds 
de las evidencias morfolbgicas (87,88), 10s efectos de 
aqentes lisosomotr6picos que inhiben la degradacidn (89-91) 
sugieren que el ligando internalizado se acumula en 10s 
lisosomas. SinJembargo experimentos hechos con insulina y 
prolactina marcadas demostraron que existe un pasaje previo 
por el aparato de Golgi donde, en algunos casos se detect6 
hasta el 90% de la marca (92,931. Cuando se estudid el 
efecto de la cloroquina en la internalizacidn de 
.I-insulina se observ6 un aumento de la radiactividad en 
la fraccibn lisosomal pero acompafiado de un increment0 
proporcional en la fraccidn del Golgi (94). La cloroquina 
podr ia tener un efecto en lo5 procesos funcionales de las 
vesiculas que intervienen en la internalizacidn y la 
degradacidn de las hormonas proteicas, posiblemente 
relacionadas con las variaciones de pH. Hecientemente se 
ha demostrado que las fracciones de endosomas contienen una 
bomba protdnica dependiente de ATP ( 9 5 ) .  Esto parece 
postulan en cambio que 10s pozos recubiertos nunca se 
separan de la membrana, sin0 que antes de transformarse en 
receptosomas pierden la clatrina (86). 
--- LA- 
indicar que durante su trdnsito vesicular, el complejo *' 
ligando - receptor comenzaria a ser procesado, quizds 
empezando por una disociacidn del complejo debida a la 
acidif icacihn de las vesiculas. Este hecho permite 
plantear la hipbtesis de un reciclado de 10s receptores 
(96) que se ha demostrado en el caso de la insulina en 
adipocitos (97) per0 que en otros sistemas no se produce 
k internal i zaci 6n y desenstibf LL$ach@n 
---------------
En 1976, varios grupos simultdneamente encontraron que 
la administracidn de hCG o LH a ratas machos provoca una 
disminucidn en el ndmero de receptores para gonadotrofinas 
en el testiculo (99-102). Diez horas despu4s deuna 
inyeccidn de 500 UI de hCG 10s receptores para LH en 
cGlulas de Leydig disminuyen a menos del 10% del control y 
permanece por debajo de ese valor durante 96 horas (100). 
Esta desaparicibn no es atribuible a la ocupacidn de 10s 
sitios (105) sino a un fendmeno de "regulaciGn negativa". 
Sin embargo, previamente a ese descenso en el n6mero de 
receptores, entre las 3 y las 6 horas despuds de la 
inyeccidn se produce un aumento del ndmero de sitios 
(102-104) que no depende de la sintesis proteica y se puede 
reproducir "in vitro" (105). Despues de esa etapa se 
manifiesta la regulacihn negativa, por la cual la LH (o la 
hCG) reduce sus receptores de membrana por increment0 de la 
velocidad de internalizacidn (106) y, en alqunos casos, por 
inhibicihn de la sintesis del receptor (107). 
Contempor6neamente a1 descubri mi ento de 1 a regul aci dn 
neqativa de lo6 receptores para LH en testiculo, se 
presentaron evidencias de la internal izacidn de 1 a hormona 
y su posible degradacidn en lisosomas como mecanismos de 
terminacihn de la accidn hormonal en c&lulas de Leydig 
(108,109). Estudios posteriores de Ascoli y Puett, 
realizados en 1 ineas tumorales de cdlulas de Leydig, 
dernostraron que la mayor parte de la hormona marcada que se 
une a esas cdlulas es f inalmente degradada y la marca es 
liberada a1 medio como 3" monoiodotirosina (110). Este 
proceso de degradacidn es inhibido par aqentes 
lisosomotrdpicos como el NH4C1, la cloroquina y el Triton 
WR-1339. TarnbiCn se probd que la degradacidn de la hormona 
es un proceso que requiere energia y puede ner inhibido por 
compuest os interfieren con la glucdlisis o la 
fosfarilacidn oxidativa (111). Un trabajo posterior del 
misma autor prueba que para que se produzca la deqradacibn 
de la gonadotrofina dsta debe ser internalizada intacta y 
que, luego, la deqradacidn afecta a las subunidades 
individualmente (112). Poco se sabe, en cambio, del 
mecanismo por el cual llega la hormona a1 sitio de 
degradacidn como de la internalizacidn en si misma. 
Junto con el hallazgo de que una dosis alta de hCG 
provocaba la pdrdida de 10s receptores testiculares para 
LH, tambidn se encontr6 que 105 test icu10s de esas ratas 
I tratadas presentaban producciones basales de AMPc y 
testosterona elevadas. Ademds estos testiculos perdian, 
r durante 10s 3 1 4 dias posteriores a la inyeccibn, ~ L I  
capacidad para responder produciendo AMPc y testosterona 
ante la estimulacidn "in vitro" con gonadotrof ina (102). 
Las respuestas se recuperan a partir del quinto did. 
Estudios real izados en cdlulas de Leydig ai sladas 
demostraron que la respuesta esteroidogdnica no podia ser 
recuperada por la estimulacidn con db-AMPc ni con toxina de 
cGl era t113,114). Estos datos sugieren que la 
desensibilizacibn de las cdlulas de Leydig producida por 
gonadotrof i nas estd re1 acionada a1 menos con dos f endmenos: 
un bloqueo enzimdtico distal y una lesi6n proximal 
I involucrando la concentracidn de receptores y el 
i acoplamiento a la produccidn de AMPc. Ascoli demostrd que 
la pkrdida de la respuesta no estd relacionada con la 
I degradacidn de la hormona (115). For otro lado se 
i descubrieron lesiones en el camino esteroidog&nico, 
I independientes del n6mero de receptores. La acumulacidn de proqesterona y 17 hidroxiprogesterona en el plasma de 10s 
animales tratados y en las c&lulas de Leydig de esos 
animales, despugs de la incubacidn "in vitro" con hCG, 
localii6 el bloqueo principal a1 nivel de la conversidn de 
17 w hidrow iesteroiderj andrdgenos 
Posteriormente se demostrd en este laboratorio- que otra 
enzima esteroidoq&nica, regulable por la hormona, la 
hidroxi - metil - glutaril - coenz i ma A reductasa, 
constituia un nuevo punto de lesidn, esta vei en el camino 
biosintt5tico del colesterol ( 1  17). 
Otras eniimas esiteroidogQnicas no son afectadas por el 
tratamiento hormonal. La reduccidn de la actividad de las 
enz i mas mi crosomales es acompaFiada por una di smi nuci6n en 
el contenido de citocromo P-450. La dependencia de la 17 - 
hidroxilasa y la 17-20 - desmolasa respecto del citocromo 
P-450 estd indicada adem66 por la constancia de la 
actividad especifica de las enzimas cuando dsta se expresa 
en funciSn del citocromo (118) .  
La similitud entre ias lesiones producidas por 
estrdgenos y las producidas por hCG, suqieren un papel de 
10s estrd~qenos enddigenas en el desarrollo de 10s bloqueos 
enzimdticos presentes en la desensibilizacidn inducida por 
gonadotrofinas. La estimulacidn con hCG produce un rdpido 
aumento en 10s nsveles de estradiol testicular que resulta 
en una traslocacidn de 10s receptores citosdlicos hacia el 
ndcleo. Por otra parte, el antiestrdgeno Tamoxifeno es 
capaz de impedir las lesiones esteroidogdnicas distales 
durante la desensibilizacittn (119). En cClulas de Leydig 
en cultivo, se demostrd que l o  estrdgenos no estdn 
relacionados con las, lesiones esteroidog&nicas tempranas y 
que estas lesiones podian tambi6n ser producidas por 
incubaciones con db-AMPc ( 1 2 0 , 1 2 1  ) . En estos mi smas 
trabajos se encontrd una proteina de peso molecular 27.000 
daltons que aparece 6 horas despuds del est imulo con LH, 
cuya sintesis depende de estrdgenos y que podria estar 
relacionada con la regulacidn del camino biosint4tico de 
10s andrd~genos. Otros autores, en cambio, no encontraron 
el efecto de 10s estrhgenos descripto (122) y atribuyen un 
papel predominante en la desensibilizacidn a los radicales 
libres ( 1 2 3 ) .  
El andlisis de la secuencia de 10s eventos provocados 
par la accidn de dosis desensibilizantes de gonadotrofinas 
(1241, as i como 10s efectos de LH deglicosilada, capaz de 
; ind~rcir la p4rdida de 10s receptores pero no la 
desensibilizacidn de la cdlula de Leydig (1251, demostraron 
que la desensibilizacidn no resulta de un evento a nivel 
del receptor sin0 de uno previo a la regulacidn negativa de 
I i los sitios. Uno de 10s puntos afectados podria ser el 
acoplamiento del receptor con la AC. Pese a que 
recientemente se ha sugerido que la 
podria deberse a alguna lesidn a nivel de un cornpartimiento 
del AMPc involucrado en el control de la esteroidog&nesis 
hasta el momento, las evidencias indican que la 
causa de la insensibilidad en la produccidn de AMPc estar i a  
en un defect0 en la interaccidn entre el receptor y la 
protei'na regulatoria de la AC (127) a entre esta dltima 
proteina y la unidad catalitica (128). En alqunos 
sistemas, no en todos, la sintesis proteica es requerida 
para que ocurra la desensibilizacidn inducida por la 
hormona (129). Ultimamente se ha relacionado el mecanismo 
de desacoplamiento de la ciclasa y el receptor durante la 
desensibilizacidn con eventos que involucran a1 
citoesqueletci 1130-133). Lo interesante de este punto es 
que abre un panorama el papel de 10s microtdbulos y 
microfilamentcis en el mecanismo de accidn de las hormonas 
peptidicas (134). 
RenensibiliraciPe testicular y ~oblacineez celularns 
I 
Uno de los aspectos poco estudiados del proceso de 
desensi bi 1 izacidn testicular es el mod0 en que las c4lulas 
de Leydiq salen de ese estado y el efecto de nuevas 
exposiciones a la hormona. No hay datos sobre el papel que 
tendr ian estos f enbmenos en si tuaci ones cl inicas o 
experimentales en las que se administran grandes dosis de 
hCG o LH, en algunos casos durante largos periodos, para 
estimular la produccidn de testosterona. Se ha visto que 
un tratamiento crdnico con hCG produce una hiperplasia de 
las c&lulas de Leydig (135) per0 no se sabe qu4 efecto 
tendr ia una dnica dosi s desensi bi 1 i zante sobre esas 
cblulas. La administracidn de hCG durante largos per iodos, 
en algunas situaciones cl inicas como la anorquia bilateral 
(136) o 
aumen tos 
hipogonadismo hipogonadotr6fic0, produce 
en 10s niveles plasmdticos de testosterona. Dos 
qrupos han demostrado ademds, que 1 a admini straci 6n de 
m13ltiples dosis de LH, inversamente a lo que ocurre con una 
Gnica inyeccidn, incrernenta la capacidad esteroidogdnica de 
las cdlulas de Leydiq (138,139). En nuestro laboratorio 
(140) se demo st^-6 que una sequnda dosis de hCG, en vez de 
I 
inducir un nuevo ciclo de desensibilizacibn, acelera el 
proceso de resensibilizacidn. En este estado, 10s 
receptores para LH no son detectables y, sin embargo, 10s 
testiculos presentan una respuesta androgknica normal a la 
estimulacidn "in vitro" con LH. Un dato interesante es que 
no hay variaciones detectables en la produccidn de AMPc por 
el Grgano entero y que, ademds, se da una reversidn de 10s 
bloqueos esteroidoq&nicos. 
4 partir de todos estos datos se plantean varias 
opciones: 1) que hubiera un mecanismo de estimulacidn de la 
sintesis de andrdqenos independiente del AMPc como segundo 
mensa jero; o 2) que existiera una accidn selectiva de la 
sonadotrof ina sobre alquna poblacidn minori taria de cilulas 
de Levdig. Esta dltima hipdtesis se basa en el hallazqo de 
que, en qradientes de densidad, las c&lulas de Leydiq se 
di stri buven en var i as bandas (141-143). Esta 
heteroqeneidad de las cdlulas suqirid la posibilidad de la 
aparicidn de distintos estadios de un ciclo celular 
Seqdn el qrupo de Payne (142) las tres poblaciones 
responden de distinto mod0 a la estimulacidn con LH o 
db-AMPc, pese a tener el mismo tip0 de receptor. Esta 
disimil i tud en la respuesta podr ia est ar dada por 
diferencias en las actividades enzimdticas del camino 
esteroido~dnico entre las distintas poblaciones (145). 
d 
Estas diferencias tambidn se manifiestan en 10s cambios de 
distribucibn, en las poblaciones, de la produccidn de 
andrdqenos durante la maduracidn sexual de la rata macho 
I 
1.1 (146). Es interesante notar que el mismo qrupo encontrd 
efectos diferenciales de una dnica 
administraciones de gonadotrofina sobre 
de varias 
la respuesta 
esteroidoqhnica y las enzimas relacionadas en las distintas 
poblaciones celulares (138,147,148). 
Se menciond mds arriba que la sintesis de proteinas es 
necesari a para la estimul acibn de 1 a esteroidogbnesi s en 
c&lulas de Leydig. Inclusive, se ha demostrado (121) que 
c i e r t a s  p ro te inas  son especif icamente induc idas  por l a s  
qonadotrof inas. Es comunmente aceptado que e l  AMPc puede 
actuar como mediador i n t r a c e l u l a r  de v a r i a s  hormonas v, por 
ende, coma regulador de l a  expresidn de genes en 
eucar iotes.  U n e f e c t o d i r e c t o  de l  AMPc a n i v e l  de l a  
t ransc r ipc iGn  se encontrdt para  v a r i o s  genes como e l  de l a  
p r o l a c t i n a  (149,1501, l a  fos foeno lp i ruva to  quinasa (1511, 
, 
l a  l d c t i c o  deshidroqenasa (152) y, posiblemente, e l  de l a  
t i r o s i n a  h i d r o x i l a s a  (153). En algunos casos se ha 
comprobado que estos e fec tos  son mediados por l a  FE 
dependiente de AMPc (154). 
f 
Durante bastante t iempo se pens& que 10s e fec tos  de l  
AMPc eran s i  empre medi ados por mecani smos de f osf  o r  i 1 a c i  6n. 
Desde 10s t raba  i05 de Lanqan (155) en 10s que se demostr6 
que e l  qlucaqon v e l  AMPc est imulan l a  incorporac i6n  de 
ftftsforo a l a  h i s tona  H1, se ha d i f und ido  l a  h i p h t e s i s  de 
que e l  AMPc puede mediar 10s e fec tos  hormonales sobre l a  
t r ansc r i pc i hn  estimulando l a  f o s f o r i l a c i b n  de p ro te inas  
nucleares. Esto se ha v i s t a  re forzado por numerosos 
t r aba jos  que han demostrado l a  t r as l ocac i dn  de l a  FK 
dependiente de AMPc v su presencia en e l  nt ic leo (156-159). 
S in  embargo, hasta ahora no se ha encontrado ninquna 
relacidn causal directa entre la requlaci6n de la sintesis 
de ARNm v 1 as f osf or i 1 aci ones o desf osf or i 1 aci ones 
proteinas requlatorias especificas capaces de unirse a1 ADN 
activar ia (o reprimir ia) selectivamente algunos genes; 2) 
la f osf ari lacidn de las ARN polimerasas u otros elementos 
de la maquinaria de transcripcidn podria aumentar las 
R 
velocidades de iniciacibn o elonqacidn: 3) la fosforilacibn 
de proteinas estructurales (Hi, H3. HMG 14 6 17) podr ia 
alterar la confarmacibn del nucleosoma de mod0 de facilitar 
la transcripcibn; y f inalmente 4 )  la fosforilaci6n podr ia 
alterar la actividad de enzimas que afectan las 
modif icaciones covalentes de prote inas de la cromatina o 
del ADN. 
dependientes de AMPc. Cuatro son 10s modos propuestos por 
105 cuales la f osforilacidn de prote Cnas nucleares 
afectaria la transcripcidn t 1) la fosforilaci6n de 
No existen acin evidencias directas de la regulacidn 
por AMPc de la fosforilaciCn de ARN polimerasas u otras 
enzimas nucleares. Nada se sabe tampoco sobre 10s efectos 
que podria tener sobre la cromatina la fosforilacidn de 
proteinas coma la HMG 14, aunque se ha demostrado que esta 
prote ina se une a zonas de la cromatina 
transcripcionalmente activas (160). Por otro lado se 
conoce que la fosforilacibn de alqunas histonas afecta la 
afinidad de su unibn a otros componentes de la cromatina 
Reci entemente v col aboradores han 
demostrado que en una misma c4lula el AMPc es capaz 
regular la transcripci6n de genes par das mecanismos 
moleculares distintos (162). El AMPc estimula la 
# 
'. 
transcripcidn del qen de la hormona de crecimiento y la 
fosforilacibn de una proteina nuclear de 19.000 daltons, 10 
que parecer i'a ref lejar acciones nucleares directas de .la PK 
L ; f hependiente de AMPc. En cambio, la estimulacidn por AMPc 
de la transcripcidn del gen de la prolactina parece ser 
consecuencia de eventos dependientes de calcio, quizds a 
trav4s de otras quinasas. 
Alqunas observaciones recientes llevan a considerar 
una via alternativa, andloga a la presente en bacterias, 
por la cual el AMPc requla la expresidn de qenes sin que 
medie la fosfori laciCn proteica. El complejo f ormado por 
AMPc v la subunidad regulatoria de la PK de tipo I 1  puede 
ser un candidato para esa funcidn (163,164). Por un lado 
se ha informado que la subunidad requlatoria de la PK d e  
tip0 I1 es capaz de traslocarse a1 ndcleo (158.165). Por 
e l  o t ro .  se han encontrado humolop ids  e n t r e  l a  rep ibn  de 
un11:ln a AMPc de l a  CAP (proteCna que une AMPc en bac te r ias )  
v l a  de l a  subunidad r e q u l a t o r i a  de t i p o  I 1  i l b b j ;  ademds 
l a  secuencia de aminodcidos de es ta  subunidad t i e n e  alqunas 
carac ter  i s t i c a s  s im i l a res  a l a  de l a s  p ro te inas  capaces de 
un i r se  a1 ADN (167). Esto p lan tea  que l a  d isoc iac iGn de l a  
PK por AMPc podri'a a c t i v a r  dos procesos: 1) 
! 
t o s + o r i l a c i 6 n  de p ro te inas  por l a  subunidad c a t a l  i ' t i ca  v 2) 
A ,  l a  requ lac idn  . de l a  t r ansc r i pc i dn  por l a  5-~tbunidad 
reou la to r i a .  
, I )  
n 
Uno de 10s candidatos para  actuar  como b lanco nuclear  
de l a s  hormonas son l a s  topoisomerasas. Estas enzimas son 
l a s  encaroadas de con t ro l a r  y modi f i c a r  estado 
topo l6q ico  de l  ADN. A1 c o r t a r  t rans i to r iamen te  una cadena 
de l  ADN v pasar l a  o t r a  a t r a v 4 s  d e l  c o r t e  (topoisomerasas 
de t i p o  1) o a1 c o r t a r  ambas cadenas y pasar o t r o  sesmento 
doble cadena (topoisomerasas de t i p 0  I 1  1 ,  estas  enzimas 
pueden c a t a l i z a r  numerosas in te rconvers iones e n t r e  isc5meros 
topoldqicos de l  ADN (topoisdmeros) . 
col i 
La enzima de tipo I fue hallada oriqinalmente en E. 
(168) v poco despu4s en cblulas eucarihticas '(169). 
Dado que estas enrimas no requerian cofactores de alta 
enera ia (ATP o NAD) se postulb que la enzima, a1 cortar el 
ADN forma simultdneamente un intermediario covalente ADN - 
enzima. La ruptura transitoria del ADN permite cambios en 
el n13mero de superhblices. La disociacidn de la enzima del 
ADN estd acompaEada por el cierre del corte. Actualmente 
se han descripto actividades de topoisomerasa I en una qran 
I variedad de tejidos (170-1751, de alqunos de 10s cuales ya 
ha sido purificada la enzima (175). Esta presenta un peso 
I molecular que oscila alrededor de 10s 100.000 daltons 
aunque existen alqunas de mds de 200.000 daltons. 
mavoria son activas en presencia de ~ g + + .  y de quelantes, 
aunque se obtiene actividad habiendo ~ q * t  en el medio 
(176.177), inclusive es estimulada por este ibn en alqunos 
casos (178). Las enzimas eucaridticas pueden relajar ADN 
superenrol 1 ado tanto posi ti va coma neqati vamente 
(169.176,177). 
La mayor parte de la actividad de topoisomerasa I en 
cdlulas eucaridticas estd localizada en el ndcleo, aunque 
se han informado actividades en mitocondrias (179) y en 
cloroplastos. Estudios de inmunofluorescencia en qldndulas A - ' 4  . 
salivales de Drosophila indican que la enzima estd asociada 
sitios transcripcionalmente activos. Ya en 19&& se 
susirid el requerimiento de un "desenroscamiento" del ADN 
para la transcripcidn, de mod0 que la rotacidn de un 
seamento de GDN alrededor de su eje se llevaria a cabo en 
luqar de una rotacibn del ARN naciente (180). Varias 
. ri. 
evidencias indirectas suqieren que, especialmente en 
c&lulas eucaridticas. la topoisomerasa I podria estar 
involucrada en la transcripcidn. 
Las primeras evidencias en ese sentido se originaron 
en la presencia de una actividad relajante de ADN en un 
compleio viral (181) que tambien contiene otras enzimas 
necesarias para la transcripcidn y en nucleolos 
amplificados de ovocitos d e '  Xenopus (182) donde no se 
detecta actividad de replicacidn per0 es muy activa la 
transcripcibn del ADN ribosomal por la ARN polimerasa I. 
En trabajos mds recientes (183.184) se ha encontrado 
que en 10s extremos 3" de ciertos cartes provocados por 
deterqentes en el ADN de Tetrahymena termophila se hallan 
proteinas unidas covalentemente. Esto suqiere la accidn de 
una topoisomerasa de tip0 I. Ademds. 10s cartes se ubican 
cerca de 10s sitios hipersensibles a1 ataque con ADNasa 
pancredtica I. Dada la correlacihn entre estos sitios v 
posibles si tios de requlacidn de la transcripcidn 
(185-187). la presencia de topoisomerasa I suqiere una 
intervencidn de esta entima en la misma. Por otro lado. la 
p4rdida del fenotipo transcriptional en levaduras con 
mutaciones qe las hacen deficientes en topoisomerasa I o I 1  
(fQ8.189) indican la necesidad de alquna de estas enzimas 
6 
durante la transcripcibn. 
Es posible que una fracci6n del ADN intracelular o 
alqunas reqiones del cromosoma estkn en un estado de 
superenrollamiento neqativo por encima o debajo del ndmero 
de superhelicidad correspondiente a la formacihn del 
nucleosoma. Por lo tanto el estado de superenrollamienta 
puede afectar la e~presidn gendmica (190). 
Todos estos datos hacen que se pueda considerar a la 
topaisomerasa I como un factor importante en la regulacidn 
de la expresid~n de qenes y por lo tanto un candidato para 
ser bl anco de 1 as acci ones hormonal es. 
OBJETIVOS 
Son muchos 10s aspectos conocidos sobre el mecanismo 
de accidn de la5 hormonas pept idicas en las cklulas blanco. 
Sin embaran existen varias etapas en este mecanismo que no 
han sido aiin descifradae. En nuestro laboratorio se ha 
, uti 1 izada como modelo, para prof undizar en estos aspectos, 
la acci6n de la LH sobre las cdlulas intersticiales del 
' test icu10. Lo :interesante de este modelo, aparte de su 
importancia en el sistema de reproduccidn de 10s mamiferos, 
es que la gonadotrofina produce dos tip05 de efectos en las 
' 
c&lulas de Leydiq. Por un lado estimula en f orma aquda la 
I produccidn de andrdgenos, fundamentalmente testosterona. 
Por otra parte es responsable del mantenimiento celular. 
ejerciendo un efecto trdfico sobre el tejido. 
En este trabajb se encararon varios aspectos del 
mecanismo de acci6n de la LH en cdlulas de Leydiq, 
relacionados tanto con la respuesta esteroidog&nica como 
con la tr6fica. Los objetivos propuestos fueron: 
i Estudio f isicoqu imico de la uni6n de la hormona a sus 
receptures de membranas. 
2) Andlisis de la resensibilizaci15n de las c&lulas de 
Levdiq. Se busc6 caracterizar este f endmeno, completando 
10s estudios iniciadas en nuestro laboratorio. 
interroqantes abiertos f iquran el 
Entre 10s 
papel del AMPc y 105 
efectos sobre distintos tipos celulares. en la respuesta a 
nuevas estimulaciones. 
deqradacidn de la LH y su relacidn con la respuesta 
esteroidoq&ni ca. En este punto se incluyen 10s estudios 
sobre la funcidn del citoesqueleto en el procesamiento de 
la hormona. 
16 
Investiqar 10s mecanismos de internaliracidn y 
4) Finalmente, se estudiardn 10s efectos nucleares de la 
accid~n hormonal., Se enfocard este punto hacia el estudio 
de la modulacidn de la actividad de topoisornerasa I como 
posible blanco de la accidn de la LH en el testiculo. 
Todos 10s estudios fueron realizados con ratas machos, 
cepa Wistar, criadas en nuestro institute. La edad estuvo 
siempre entre 10s 55 v 10s 80 dias. Los animales fueron 
mantenidos en ambiente con temperatura constante e 
iluminacidn controlada v alimentados con nutrimento-- Purina 
y aqua "ad libitum". 
Lo5 tratamientos con qonadotrofina se realizaron por 
inyeccidn subcutdnea de 200 UI de hCG (Endocorion, Elea, 
Bs. As. 1 ,  disueltas en 0.2 ml de buffer fosfato Dulbecco 
(PBS). A 10s animales controles se les administrd un 
volumen iqual de PES. 
Las ratas fueron sacrificadas por decapitacidn, y en 
10s casos en que f ue necesario 5e recolectd la sanqre v el 
suero se quard3 a -20'C para la determinacidn de 10s 
niveles de testosterona. 
Se utiliz6 para la dispersidn del teiido tubular del 
test iculo la tgcnica descripta por Mendelson v col . (28). 
Los test icul os descapsul ados, colocados en tubos de 
pl6stico (Falcon) (hasta 4 test iculos por tub01 . fueron 
suspendidos en MI99 (Difco) en una relaci6n de 1 testiculo 
por ml de medio conteniendo 0.3 mg/ml de colagenasa 
(Worthinqton). La incubacidn se realiid a 35°C. durante 15 
minutos en un in~ubador metabdlico con aqitacidn constante 
(180 rpm). Finaliiada la incubacidn. la reaccidn se detuvo 
par dilucihn con MI99 (8 ml por ml de incubacidn). Con el 
obieto de dispersar mejor el te jido, se aqitd en forma 
rotatoria el tubo. durante 3 minutos. de jdndalo reposar 
otros 3 minutos. Cuando 10s t6bulos hubieron decantado, el 
sobrenadante fue aspirado con una jerinpa de pldstico y 
filtrado a traves de una malla. de nylon (Nitex). 
recoqi4ndose el liquido filtrado en otro tub0 de pldstico. 
La resuspensidn 5e repitid una vez mds v el 1 iquido 
filtrado se iuntd con el anterior. Este f i 1 trado. 
conteniendo c41ulas intersticiales impurif icadas. 
centrifuq6 a 700 x g durante 10 minutos. 
centrifugacibn (3.300 x q, 10 minutos) a travGs de $3 ml 
una solucidn de Metrizamida (Nvegaard) a1 11% .- 
Para eliminar 10s qldbulosj ro jos presentes en este 
preparado. la5 cdlulas se resuspendieron en 4 ml de una 
solucidn Tris-HC1 1.7 mM pH 7.2, NH4C1 140 mM (191) v se 
incub6 la mezcla durante 10 minutos a 35°C con agitacidn 
constante (100 r p m ) .  La lisis se detuvo por diluci6n (40 
ml) con F'ES. La5 cdlulas se recuperaron par centrifuuacidn 
a 700 x Q durante 10 minutos. 
f 
Finalmente las c&lulas de Leydiq se purificaron par 
precipitado asi obtenido estaba compuesto por un 95 - 98% 
de Leydig determinadas por la t&cnica 
histoquimica para la 3f-hidroxiesteroide deshidroqenasa 
segaraci-en @e Laq dgst$,g&aq pobl acigggs dg &el ul as de 
L_e_ydl!l 
Para separar las distintas poblaciones celulares se 
utiliz6 el m&todo descripto por Conn y col. (19). A 
partir de una solucidn de Metrizamida en M199, BOX (p/v), 
se prepararon soluciones de las siquientes concentraciones: 
-3 - 32. &(-I, 15 v 11% cnlocando 5.  10. 5 v 10 m l  de cada una. 
respectivarnente. en tubos de p l d s t i c o  de 50 m l  de 
capacidad. Las c4 lu las.  resuspendidas en 5 m l  de MI99 -4 
1 
. , 
despuds de l a  l i s i s  de s ldbu los  r o  jos. fueron colocadas en 
- 
la p a r t e  super io r  de l  q rad ien te  v 10s tubos fueron I 
c e n t r i f u ~ a d o s  a 3.300 x q durante 10 minutos en una 
cep t r i f uga  Sorva l l .  F ina l i zada  l a  cent r i fuqac idn .  se 
i nd i v i dua l i za ron  4 bandas de c& lu las .  denominadas 0, 14. I B  . 
v I 1  (en orden de densidad c rec ien te )  de acuerdo con l o  
P 
encontrado por Favne v co l .  (142). 
Se tom6 cada una de l a s  bandas con p i p e t a  de p lds t i co .  
-. 
. .. 
se pasaron a d i s t i n t o s  tubos, se d i l uve ron  con MI99 (20 m l )  
v se c e b t r i f  ugaron a 1.000 x g durante 10 minutos. 
lavado se r e p i t i 6  una vez mas. 
Las hormonas pep t id i cas  (hCG: hLH y o P r l )  fueron 
marcadas con Na1251 (New Enqland Nuclear NEZ-0334) ( l i b r e  de 
portador. 17 Ci/mg), a temperatura ambiente, u t i  l i zando  l a  
tCcnica de lactoperox idasa de Thore l l  b Johansson (193), 
except0 que l a  reacc idn se r e a l i z d  a pH 7.4 durante 2 
rninutos. La p ~ i m e r a  p u r i f  i cac i hn  de l a  hormona marcada se 
r e a l i z d  a t ravgs  de una columna (0 .5  cm x 20 cmi de 
Sephadew 6-75. equ i l i b rada  con b u f f e r  f o s f a t o  de sod io  50 
mM, pH 7,5 conteniendo 0.2% de albdmina de suero bovino 
(BSA) (S i~ma,  f racc idn  V ) ,  NaCl 100 mM v az ida  sddica 0.05% 
. Cuando se r e q u i r i 6  una LH marcada de mayor pureza se l a  
- recromatograf i 6  en. una colctmna de tamiza je  molecular ACA 54 
$ (U l t roqe l .  LEE) de 64 cm de l a r q o  y 1.3 cm de didmetro. , #,Y' 
columna se mantuvo siempre en un cuar to  f r i o  (6 °C ) .  Como 
' ?. 5;'- " I eluvente se u t i l i z d  un b u f f e r  fos fa to ,  ESA 0.1%. pH 7.4. 2 Se iuntaron f racc iones de 0.6 m l  que lueqo se contaron en 
un contador de cen te l l eo  561ido. E l  volumen t o t a l  de l a  
columna f ue  93.5 m l  v e l  Vo determinado por azul  dext rano 
f ue  29.7 m l .  Se u t i l i z a r o n  como marcadores de peso 
molecular l a  hemoqlobina y e l  c i tocromo c (PM= 64.000 y 
12.3C10 respectivamente) . En es te  paso se separan 5 p i c o s  
r a d i  ac t i vos  correspondientes a aqreqados (d imeros y 
mavores) , 1 a hormona. 1 as subunidades v f inalmente l*51 o 
E l  p i c o  correspondiente a l a  hormona t uvo  
siempre una MCU en t re  25 y 80%, mientras que 10s demds 
p i cos  prdct icamente no presentaban unidn a un preparado 
t e s t i c u l a r  de membranas. La detwminac idn  de l a  a c t i v i d a d  
especi ' f ica de l a s  hormonas marcadas se r e a l i z d  por un 
metodo desar ro l lado en e l  l abo ra to r io .  Los p r i n c i p i o s  v l a  
cumprobacihn de es te  mktodo se d e t a l l a n  en l a  seccidn de 
r esu l  tados. 
Exeerimentoz dg gnidn dg p@~l 
Se homogeneiraron l a s  p rbs ta tas  ven t r a l es  de r a t a s  
machos, a 0°C en 4 voli3menes de PBS, pH 7,4 y, luego de 
f i l t r a r  a t rav&s  de un t e j i d o  de nvlon.: fueron 
cent r i fugadas a 27.000 x g en una c e n t r i f u g a  
I n t e r n a t i o n a l  BZO, a 2-4°C durante 30 
re f r i ge rada .  
minutos. E l  
p rec i p i t ado  f u e  suspendido en 4 voldmenes de 
para 10s es tud ios  de uni6n. 
PBS v ucado 
Se r e a l i z a r o n  dos t i p o s  de experimentos. En uno, se 
equi l i b r a r o n  100 u l  de l a  preparacidn de membranas con 
concentraciones d i f e ren tes  de hormona marcada (en t r e  15.000 
v 400.000 cpm) en un volumen f i n a l  de 200 ul,  a temperatura 
ambiente durante 20 horas. La uni6n no espec S f  i c a  se 
determind en incubaciones' p a r a l e l  as conteniendo 3 ug de 
p r o l a c t i n a  ov ina " f r i a " .  En e l  o t r o  t i p 0  de experimento, 
100 u l  de l a  preparacibn de membranas fueron equ i l i b rados  
con 5(:).00(:) cpm de oPr l  marcada v cant idades d i f e r e n t e s  de 
horm~na na marcada (0-20 nq/tubo) , en un volumen . f i na l  de 
200 ul. a  temaeratura ambiente durante 20 horas. La unidn 
no espec i f i ca  se evalu6 en l a  forma descr ip ta .  
F ina l i zada  l a  incubacidn, se d i l uvG l a  mezcla con 2 m l  
de PBS f r i o  v se cen t r i f uqa ron  10s tubos a  5.000 x q, a  
2-4°C durante 15 minutos. Los p rec i p i t ados  se lavaron dos 
veces con e l  mismo b u f f e r  v. lueqo de cen t r i f uqa r l os ,  se 
determind l a  r a d i a c t i v i d a d  remanente en 10s mismos con un 
contador qamma automdtico Eeckman Auto-Gamma 4000, con una 
e f i c i e n c i a  de conteo del  60%. 
Con e l  ob je to  de obtener l a  capacidad maxima de un idn  
(MCU) de l a  preparacidn de hormona rad i ac t i va ,  se 
equ i l i b ra ron  d i f e ren tes  muestras de l a  preparacidn de 
membranas con 30.000 cpm de hormona marcada, obteni  dndose 
l a  unidn no espec i f i ca  t a l  como se descr ib id .  fi p a r t i r  de 
l a  ordenada a1 or igen de un g rd f  i c o  l/ ( r a d i a c t i v i d a d  unida 
en forma espec i f i ca )  versus l / (vo lumen de receptor  
aqreqado) es pos i  b l e  det'erminar 1  a f r acc i bn  de hormona 
marcada que se u n i r i a  a una concentraci15n i n f i n i t a  de 
aceptor (MCU). 






Los test icul os descapsul ados f ueron homoqenei tados en 
1 ml de MqC12 4 M (103) 15 4 ml de PES segcin se requiriera 
determi nar 10s sitios 
respect i vamente. el primer caso, 
disponibles, 
homogeneizaci6n. la preparacidn fue diluida 15 veces con 
buffer Dulbecco v centrifugada a 20.000 x q durante 15 
' minutos en una centrifuqa refriqerada. En el sequndo caso 
se pas6 a la etapa de centri+ugacidn directamente. El 
% 
precipitado fue resuspendido en PBS y recentrifuqado en las 
mismas condiciones. El precipitado as; obtenido, fue 
resuspendido en 4 ml de buffer v utilizado como fuente de 
receptores. 
Alicuotas de 100 ul de la fraccidn receptors fueron 
incubadas con 50 u1 de 1251-hc~ d 125 I - ~ L H  (200.000 cpm; AE 
= 10-30 uCi/ug), durante 16 horas a 23°C 6 2 horas a 35°C. 
La unitan no espec if ica se determind par agregado de 100 UI 
de hCG (Endocorion). ' Despuds de la incubacidn, se 
agregaron 2 rnl de buffer fr io y 10s tubos se centrifugaron 
a 1.500 x q durante 10 minutos. Los precipitados fueron 
lavados una vez v la radiactividad se determind en 10s 
precipitados remanentes. lueqo de la aspiracidn del 
sobrenadante. La uni6n especifica de la hormona se expresh 
como fmoles o cpm de hormona unida por testiculo o por mq 
de prote inas. 
En otro tip0 de experiment0 10s sitios receptores para 
LH se determinaron directamente sobre las c4lulas de Levdiq 
purificadas. Para ello el esquema fue iddntico a1 
descripto en el pdrrafa anterior salvo que la fracci6n 
receptora estaba constituida por c&lulas intersticiales en 
suspensi121r-t (100.000 - 460.000 c l . .  En este caso 10s 
resultados se pueden expresar en sitios por c4lula. 
Para determinar el valor de la constante de afinidad 
(Ka) se realizaron experiment05 de saturacihn o de 
cornpetencia como 10s descriptos para la unidn de la oPrl y 
10s datos se analizaron segcin 10s mGtodos de Scatchard 
(194)  o lineal direct0 ( 1 9 5 ) -  Para ello se utilizaron 
proqramas de computacidn para una Hewlett Packard HP86, 
desarrol lados en nuestro laboratorio ( 1 9 6 ) .  
Para separar la hormona unida a la superficie celular 
se utilizG el m&todo del tratamiento dcida (105,197) con 
alqunas modif icaciones. Una vet real izada la incubacidn de 
las cGlulas o membranas con la hormona marcada o "fria", se 
. . 
I centrifuqaron las mezclas y el precipitado se resuspendid 
I en 1 ml de una solucidn de qlicina 50 mM y NaCl 100 mH, 
Despuds de una incubacihn de 2 minutos en hielo. la 
reacci6n se detuvo por agreqado de 2 ml de M I 9 9  previamente 
llevado a pH 9,0. Los tubas se centrifuqaron a 1.000 x q 
f l  
durante 1 0  minutos y ,  luego de aspirado. el sobrenadante se 
descart6. Seqdn el experiment0 realizado el precipitado se 
cont6 en un cantador gamma o se reutilizd como fuente de 
receptores. 
Para cuantificar la radiactividad correspondiente a 
10s praductos de degradacidn de la hormona marcada. el 
medio de incctbacidn. libre de c&lulas, se contb en crn 
contador de centelleo sblido. Luega. se tratd con un 
volumen de dcido tricloroac&tico (TCA) a1 20% . La mezcla 
se incub6 durante 30 minutos a 4°C v se centrifuad a 3.000 
rpm en una centr i f  uqa Sorvall ref riaerada. El sobrenadante 
fue aspirado v descartado: el precipitado se resuspendid en 
0.5 ml de NaOH 1 N v se contd. La diferencia entre las dos 
mediciones corresponde a la radiactividad de 10s productos 
de desradacidn de la hormona (111). 
Para estos estudios, cada qrupa consistid de 6 
animales, tres de el 10s recibieron veh iculo, mientras que 
10s otros tres fueron invectados con 200 UI de hCG 
(Endocorion), dos horas antes de ser sacrif icados. Se 
junt6 la sanqre y en el suero se determind testosterona. 
La capacidad esteroidog&nica de 10s test iculos de las 
ratas controles o tratadas con hCG se e;.taminb "in vitro" 
por estimulacidn con ~onadotrofina. Los test iculos fueron 
extirpados inmediatamente despuks de que 10s animales 
fueran sacrificados. lueqo descapsulados y colocados en 3 
ml de M199. conteniendo 1-metil - 3-isobutil xantina (MIX) 
( k l d r i c h )  1 mM v BSA 0.1% . La e s t i m u l a c i h n  mdxima 
~ r o d u c i d a  p o r  q o n a d o t r o f i n a  se d e t e r m i n d  a q r e q a n d o  500 ng 
d e  hCG (11.000 UI/mq) o d i b u t i r i l  AMP c i c l i c o  (db-AMPc) 
(Sioma) 1 mM. Lus  v i a l e s  d e  i n c u b a c i d n  se c o l o c a r o n  b a j o  
a t m h s f e r a  d e  c a r b d q e n o  (02 95% y  C02 5 % )  v f u e r o n  i n c u b a d o s  
d u r a n t e  4 h o r a s  a 34°C. 
El medio d e  i n c u b a c i d n  f u e  d e c a n t a d o  a t u b o s  d e  v i d r i o  
v c e n t r i f u q a d o  a 1.500 x  q d u r a n t e  10 minu tos .  El 
s o b r e n a d a n t e  f u e . a s p i r a d o  v q u a r d a d o  a -20'C h a s t a  l a  
medic idn  d e  t e s t o s t e r o n a ,  p r o q e s t e r o n a  Y 
17.a:hidroxiproc~esterona. P a r a  l a  d e t e r m i n a c i t j n  d e  4PIPc. se 
tom15 una a 1  i c u o t a  d e  0.5 m l  a n t e s  d e  c o n q e l a r  el resto y ee 
l a  h i r v i d  d u r a n t e  10 minutos .  Luego d e  c e n t r i f u g a r ,  el 
s o b r e n a d a n t e  se s u a r d d  conqe lado .  
I n c u b a c i o n e s  ----------- --- con c b l u l a s  ------- dp Lgydkg e y y g f i c a d a s  
L a s  c b l u l a s .  o b t e n i d a s  s e g d n  l a  t d c n i c a  y a  i n d i c a d a .  
se i n c u b a r o n  en  un volumen f i n a l  d e  1  m l  d e  M 1 9 9  
(aproximadamente  200.000 c b l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s  e n  un 
e n s a v o  t i p o )  con  M I X  0.1  mM, BSA 0,4% v s u p l e m e n t a d o  con  
d i s t i n t a s  hormonas o r e a c t i v o s  s e q d n  l a  e x p e r i e n c i a  a 
realizar. Salvo que se indique lo contrario las 
incubaciones se llevaron a cabo durante 4 horas a 34°C. en 
un incubador tip0 Dubnoff v bajo atmdsfera de carbdqeno. 
Finalizada la incubaci6n. 10s tubos se centrifuqaron a 800 
x o durante 10 minutos, a 4'C. El 1 (quid0 sobrenadante s e  
pas6 a tubos de vidrio v s e  hirvid durante 1 0  minutos. Se 
centrifuqaron lueqo a 3.000 rpm durante 10 minutos y el 
medio sobrenadante se quardd a -20°C para la determinacidn 
dg esteroides v AMPc. 
4 
El precipitado celular se utilizd en alqunos casos 
para la determinacidn de la actividad de unidn de la5 
proteinas quinasas siguiendo la tecnica que mas adelante s e  
detall a. 
El dosa je de la testosterona se realizd por 
radioinmunoensavo sobre una dilucidn 1:25 de 10s medios de 
incubacidn. Se utilizd un suero anti-harmona. obtenida por 
inmunizacidn activa de conejos (198). El antisuero se 
utilir6 en una dilucidn apropiada para liqar el 50% de la 
hormona marcada usada como trazador (3~-~estosterona. New 
E n ~ l a n d  Nuclear NET-387. 40-60 C i  /mmol (10.000 cpm) . 
ranqo de u t i l i d a d  es de 12.5 a 800 pq de hormona. en 
volumen f i n a l  de 0.5 m l .  Se incubd durante 16 horas. 4'C. 
La hormona l i b r e  se separd por agregado de 0.2 m l  de una 
suspensidn de carbhn ( N o r i t  A )  - dextrano (T  70) (0.5 - 
0 ,05%p/v )  en e l  b u f f e r  de ensavo. La r a d i a c t i v i d a d  se 
determind en un contador de cen te l l eo  l i qu i do .  
E l  radioinmunoensaya de proqesterona se r e a l i z d  segtln 
- l a  tdcn ica  Abraham co l .  
17oc h idrox iprogesterona se m id i6  can 
** 
9 
un a n t i  cuerpo 
espec i f  i co .  como l o  descr ib ie ran  Nieschlaq y c o l  . 
E l  ant icuerpo con t ra  l a  17gh idrowiprogesterona mostrd una 
reacc idn cruzada con l a  proqesterona. por es to  l a s  muestras 
de medio de incubacidn debieron ser ex t r a i das  previamente y 
cromatoqrafiadas en p lacas de aldmina usando como so lvente  
de desar ro l  l o  c loroformo : d t e r  (B0 : 20). Se us6 un 
patrCn i n t e r n o  t r i t i a d o .  para c o r r e q i r  por pdrd idas durante 
l a  pu r i f i cac i dn .  
ext racc iones con 5 m l  de d t e r  e t i l i c o  (Merck). E l  r es i duo  
remanente despuds de l a  evaporacidn de 10s ex t r ac tos  
etk reos  se resuspendih en 0,s m l  de b u f f e r  de reaccidn. 
Para 1 a determi nac i  6n por r a d i  o i  nmunoensayo de tes tos terona 
se toma una a1 icuota adecuada de es ta  so luc idn.  
E l  tratamient.0 de 10s datos de 10s radio inmur~oensavo~.  
as; como l o s  de l a s  determinaciones de AMPc, f ue  hecho con 
un prosrama de computadora desar ro l lado en co laborac idn con 
e l  Dr. O r t i .  
E l  AMPc f ue  determinado en 10s rnedios de incubacidn, 
previamente hervidos. seqdn ' e l  mktodo de Brown y co l .  
(223), s i n  modif icaciones. La curva pa t rdn  se u t i l i z d  
en t r e  0,06 y 40 pmoles de AMPc (Sigma). 
E l  p rec i p i t ado  celular; obtenido lueqo de l a  
incubacidn de l a 5  ce l u l as  i n t e r s t i c i a l e s . s e  l a v d  con 1 m l  
de M19Y.  conteniendo M I X  O , l  mM. E l  p rec i p i t ado  se 
resuspendid en 1 m l  de b u f f e r  TMM (Tris-HC1 20 mM pH 7,4 
M I X  0.1 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM). Esta suspensidn 
c e l u l a r  se sonic15 durante 15 sequndos en l a  pos i c i dn  7 
un sonicador Erinkmann. E l  homoaenato sonicado se mantuvo 
a OmC v se us4 cam0 fuente  de quinasa de p r o t e  inas. 
mezcla de incubacidn conteni'a 5(:) ctg de pro te inas .  1 uCi de 
3 ~ - A M P C  (New Enaland Nuclear. 40 Ci/mrnol) en 200 u l  
b u f f e r  fos fa to  de potas io  80 mM pH 6,5, conteniendo aceta to  
de maanesio 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM y M I X  0.1 mM. 
Para ca l cu l a r  l a  unidn espec i f i ca  se aqreqd~ ademds en o t r a  
s e r i e  de tubos AMPc 1 uM. La incubacidn se e fec tu6  a 6°C i. 
. . 
durante 2 horas, para determinar 10s s i t i o s  l i b r e s .  Una 
a m  vez f i n a l i z a d a  l a  incubacibn. se agreqaron 2 m l  de TMM v se 
, , 
f i l t r 6  a t r av&s  de un M i l l i p o r e  (0.45 u). E l  tubo se l a v 6  
dos veces con 2 m l  de TMM, v lueqo, con 2 m l  de l  mismo 
b u f f e r  se l avd  e l  f i l t r o .  E l  f i l t r o  se d e j d  secar v se 
contd l a  r a d i a c t i v i d a d  unida usando to lueno cen te l l an te ,  en 
un contador de cente l  l e o  1 iquido. 
Erepap-acidn gd, g&t_r_a_&t_o nucleares y s_q&b_l,eg 
Un esquema s imp l i f i cado  d e l  procedimiento de obtencibn 
de ex t rac tas  de cd l u l as  'de Levdiq se observa en l a  f i g u r a  
1. Las , cb lu l as  de Levdiq p u r i f  icadas coma se menciond 
anter iormente se l i s a r o n  en una so luc ibn  h i po t6n i ca  de 
CELULAS DE LEYDIG 
1 1)NaC03H 1mM 2)CONGELAR -70 OC 3)BUFFERaCtf 5.000g20' 1 
- 
NUCLEO S IMPUROS 
I 
- 1,62 M SACAROSA 
. # 
C tf 30.000 r.pm. 30' 
NUCLEOS I TEMOJ5M I PEG 6 ./. 
Fiqura 1: Esquema de obtencidn de extractos celulares. 
bicarbonato 1 mM. MQC;~, O 9 2  mM y ditiotreitol (DTT) C1.5 mM. 
Para completar la ruptura celular la suspensidn se conqeld 
a -70°C durante 10 minutos. DespuQs de desconqelar 10s 
tubos se les aqreq6 2 voldmenes de buffer TEM (Tris-HC1 20 
mM pH 7.5: KC1 20 mM: MqCla 5 mM; DTT 1 mM v el inhibidor 
'de proteasas fluoruro de metil fenil sulfonilo (PMSF) 1 mM) 
v s s  llevd a 0.25 M en sacarosa. La relacidn Mg/K 
; 
utilizada en este buffer permite estabilizar las membranas 
nucleares. impidiendo una hidratacidn brusca de la 
; 
- cromatina. La mezcla se homoqeneizd en un Ultraturrax ( 2 
f x 15 seq 1 y lueqo se centrifuqd a 5.000 x q durante 20 




aareqd qlicerol hasta alcanzar un concentracidn de 30% v/v 
v se auardd a -20°C. 
Para la purificacidn de 10s ndcleos a partir del 
precipitado proveniente del pasa anterior se procedid segdn 
lo descripto por Aquilano y Dufau (201) con alqunas 
vari antes. El preparado de ndcl eos impuros se resuspendid 
en TKM que conteni'a sac.arosa 0,25 M y 0,25% de TritGn X100. 
La mezcla se homoqeneizd v se sembrd sobre un qradiente 
discontinue de sacarosa ( 2.2 v 1.62 M 1 en TKM. El 
qradiente se centrifuqd a 124.000 x q durante 30 minutos en 
un rotor Becl:man SW 56 (51.500 rpm). DespuQs de aspirar v ,  
descartar el sobrenadante, el precipitado se lave1 en TKM 
0.15 M en NaCl v se verificd la pureza de 10s nbcleos 
observdndolos m7 un microscoaio de contraste de fases. 
Las proteinas nucleares se extrajeron mediante la 
homoaeneizacidn de 10s ntlcleos con una jeringa de pldstico 
de 1 ml en un buffer TEM (Tris-HC1 50 mM pH 7,s; DTT 1 mM: 
PMSF 1mM: EDTA 1 mM y distintas concentraciones de NaCl). 
Cuando no se indique lo contrario las extracciones se 
realiraron en NaCl 0.5 M (TEM 0,5), fuerza idnica necesaria 
para extraer las proteinas unidas d4bilmente a la 
cromatina. Se dej6 la mezcla en hielo durante una hora v 
luego se le aqregC polietilenqlicol (PEG 8000) hasta una 
concentracidn de 6% v/v, para precipitar la cromatina. 
Despu&s de otros 50 minutos a 0°C se centrifuqd a 15.000 x 
q durante 15 minutos y el sobrenadante se llev3 a1 30% en 
alicerol. El extract0 nuclear se quard6 a -20°C.  
Todos 10s pasos de obtencidn extractos se 
realizaron manteniendo la temperatura entre 0 y 4'C. 
En o t ros  c a s o s .  a p a r t i r  d e  1 0 s  n d c l e o s  p u r o s  se h i z o  
un p r i m e r  e x t r a c t o  con TEM 0.5  t a l  coma se d e s c r i b i e r a  e n  
10s p d r r a f o s  a n t e r i o r e s .  Lueqo, el p r e c i p i t a d o  d e  
c r o m a t i n a  se r e s u s p e n d i d  e n  TEM 1  (1 M e n  NaC1) v  se 
e x t r a  i o  m e d i a n t e  el p r o c e d i m i e n t o  va d e s c r i p t o .  
P r g p a r a c d 4 n  d e  ex tracslms to ta l  es 
I 
L a s  c e l u l a s  d e  Levd ig  p u r i f i c a d a s  v l a v a d a s  d o 5  v e c e s  
con  PBS f r  i'o 5 r e s u s p e n d i e r o n  e n  b u f f e r  TKM.  v 
homogene izaron  p o r  p a s a j e  a t r a v 4 s  d e  u n a  j e r i n q a  d e  
4' 
p l d s t i c o  d e  1 m l  (80 v e c e s )  . Una vez  comprobada l a  lisis 
1 
* 
c e l u l a r  p o r  o b s e r v a c i d n  a1 m i c r o s c o p i o  d e  c o n t r a s t e  d e  
. w iases, se p r o c e d i d  a aumen ta r  l a  f u e r z a  i d n i c a  h a s t a  0.5 M 
e n  N a C l  p o r  a q r e q a d o  d e  un volumen d e  TEM 1. La m e z c l a  se 
v o l v i d  a homoqene i r a r  ( 4 0  v e c e s ,  p o r  j e r i n q a )  y se d e j d  a 
O'C d u r a n t e  una  h o r a  p a r a  p e r m i t i r  l a  e x t r a c c i d n  d e  l a s  
p r o t e i n a s  l a x a m e n t e  u n i d a s  a l a  c r o m a t i n a .  DespuGs d e  l a  
e x t r a c c i b n ,  se a q r e q b  PEG h a s t a  una  c o n c e n t r a c i d n  f i n a l  del 
6% v l u e q o  d e  p e r m i . t i r  l a  p r e c i p i t a c i d n  d e  10s A c i d o s  
n u c l e i c o s  se c e n t r i f u q d  a 15.000 x q  d u r a n t e  15 minu tos .  
El s o b r e n a d a n t e  se l l e v d  a1 30% e n  q l i c e r o l  y se l o  
denomind e x t r a c t o  t o t a l .  E s t e  ex t rac to  se c o n s e r v d  a -20°C 
hasta la real izacidn de 10s experimentos. 
La rela jaci6n del pldsmido PER 322 (obtenido en el 
laboratorio del Dr. Baldi utilizando el m&todo descripto 
por Mani ati s y col . (202) se 1 levC a cab0 en 10 ul de una 
mezcla que conten ia: Tris-XC1 50 mM pH 7,s: N a C l  0.2 M: DTT 
1 mM: BSA 30 uq/ml: EDTA 1 mM; 1 us de pldsmido 
superenrol lado y cantidades variablbs dc prote inas 
provenientes de 10s distintos extractos. Despu&s de la 
incubacidn a 34°C (durante 30 minutos en un ensayo tipol la 
reaccidn se detuvo por el aqreqado de 2 ul de una solucihn 
que contenia: dodecil sulfato de sodio (SDS) 6%: qlicerol 
60% v azul de bromofenol 0.05%. 
Para determinar el grado de relajacidn del ADN la 
mezcla sesembrd en un qel horizontal de aqarosa 1%. El 
buffer de corrida estuvo compuesto por Tris-acetato 20 mM 
pH 8.0 v EDTA 1 mM. La electroforesis se llev6 a cabo a 
temperatura ambiente, durante 14 horas con una diferencia 
de potencial de 3 volts/cm. A1 final de la corrida el qel 
se tiEd con una solucidn de bromuro de etidio a1 0.0002% 
v,para  su analisis. se ilumind con lur ultra violeta. Las 
fotoara+ ias se tomaron con pel icula Kodak Tri X de 400 ASA 
utilizando un filtro rojo. 
Se defini6 una unidad de topoisomerasa I como la 
cantidad de enzima capaz de relajar un 50% (0,5 uq) del 
pldsmido superenrollado pBR 322 en 30 minutas a 34°C. La 
i: actividad de topoisomerasa I se cuantificd seqdn el mktodo 
de las curvas de dilucidn descripto por 
: colabaradores (203). 
Martin y 
Los extractos totales de cdlulas de Levdiq ( 3  - 8 ug 
de proteinas) se preincubaron en presencia o en ausencia de 
AMPc 1 m M  durante 20 minutos a 34°C. La mezcla de 
incubacidn ten ia ademds Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mW, 
DTT 1 mM. MqC12 5 mM y ATP 2 mM. Despuds de la 
preincubacidn se a iustaron 1 as condiciones para la 
determinacihn de la actividad de topoisomerasa I tal como 
se describi6 en la seccicn anterior. 
Las proteinas 5e cuantificaron por el mktodo de Lowrv 
(204) salvo en 10s extractos preparados para la medicidn de 
topoi somerasa en 105 que se uti 1 iz6 el mktodo de . Bradf csrd 
(205). Esto se debe, par un lado a 1 a mayor sensi bi 1 idad 
de este ~Jltimo m&todo v por el otro a la interferencia que 
produce el PEG con 10s reactivos del metodo de Lowrv. En 
ambos casas se utilird BSA como patrdn. 
R 
Las c&lulas de Levdiq se contaron en una cdmara cuenta 
qldbulos de Neubauer. Se utilizaron para ello dos tecnicas 
de tincidn: una especifica para c&lulas de Leydig (1921 v 
la otra con azul de metileno. En la primera la mezcla de 
tincidn estuvo compuesta por: 
100 ul de dehidroepiandrosterona (5 mg/ml en 
propi lenql icol) 
100 ul de Endocorion (1.000 UI/ml en VES) 
400 ul de p - nitro - azul de tetrazolio (4 mg/ml 
en VBS) 
200 ml dea -NAD (16 mq/ml en PBS) 
400 u l  d e  s u s p e n s i d n  c e l u l a r  I a o r e q a d o s  a 1  f i n a l  1 .  
E s t a  m e r c l a  se i n c u b a  a 34'C d u r a n t e  3 h o r a s .  
c k l u l a s  t e k i d a s  d e  a z u l  se c o n s i d e r a n  c 4 l u l a s  d e  Leyd iq .  
Las 
L a  t i n c i d n  con a z u l  d e  m e t i l e n o  r e q u i e r e  de l a  
s i o u i e n t e  mezc la  d e  r e a c c i 6 n :  50 u l  d e  l a  s u s p e n s i h n  
c e l u l a r  + 150 u l  d e  azul d e  m e t i l e n o  (2% e n  a q u a ) .  E s t a  
C 
mezcla  se i n c u b a  10 m i n u t o s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y l u e g o  
se d i l u v e  con  300 u l  d e  M 1 9 9 .  
r 
F i n a l m e n t e  se c u e n t a n  l a s  
c&l u l  as. 
3 
RESULTADOS 
Se presenta aqui una tbcnica simple y dtil para 
obtener 1 as actividades espec if i cas de 1 as hormonas 
marcadas radiactivamente, con una descripcidn detallada de 
I 10s principios J matemdticos involucrados y de 
- I _  
- , '  
camprobaci6n experimental del mbtodo. 
Cuando solamente estd presente un dnico tipo de sitios 
de uniCn, se puede escribir la siquiente ecuacibn (1'74)r 
E/F = E (G! - B) 
donde R es la hormona unida, F la 1 ibre, K es la constante 
de afinidad Y R es el ndmero total de sitios receptores. 
El andlisis de la unidn de un liqando radiactivo a sus 
receptores puede ser realizado variando la concentraci4n de 
hormona marcada (saturacidn), o por un estudio de 
competicidn donde una cantidad constante de ligando 
r a d i a c t i v o  es mezclada  con  c o n c e n t r a c i o n e s  d i f e r e n t e s  d e l  
m i s m o  r e a c t i v o ,  no  marcada.  Se pueden e n t o c e s  o b t e n e r  d o s  
q r d f  i c o s :  B/F  v e r s u s  r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  (cpm) a g r e g a d a  a  
l a  mezc la  d e  i n c u b a c i d n  y B / F  v e r s u s  c a n t i d a d  ( n q )  d e  
hormona " f  r ia" a g r e g a d a  , r e s p e c t i v a m e n t e .  S i  el si s t e m a  
r e c e p t o r  es el m i s m o  e n  ambos casos, es d e c i r  si se a p l i c a n  
l a  m i s m a  K a  y el m i s m o  Q (cosa q u e  e5 s i e m p r e  c i e r t a  c u a n d o  
se u t i l i z a  l a  m i s m a  p r e p a r a c i d n  d e  r e c e p t o r  o a n t i c u e r p o  y 
ambos e x p e r i m e n t o s  son  r e a l i z a d o s  s i m u l t d n e a r n e n t e  y e n  la5 
m i s m a s  c o n d i c i o n e s )  v 1as hormonas r a d i a c t i v a  v " f r f a "  
p r e s e n t a n  i g u a l  r o m p o r t a m i e n t o  f r e n t e  a 1  r e c e p t o r ,  l u e q o ,  
p a r a  un v a l o r  d e t e r m i n a d o  d e  B/F l a  masa d e  hormona u n i d a  
a1 r e c e p t o r  d e b e  ser l a  m i s m a  e n  ambos casos. La e c u a c i d n  
q u e  r e f l e j a  esta  s i t u a c i b n  es: 
(B1/T1) . p l t  = (BZ/TZ) . ( p 2 t  + p )  C 1 3  
donde,  p a r a  el p r i m e r  e x p e r i m e n t o .  B1 es l a  r a d i a c t i v i d a d  
u n i d a  e n  fo rma  e s p e c i f i c a ,  T1 es ( r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  - 
r a d i a c t i v i d a d  n o  e s p e c i f i c a )  x  MCU y p l t  es l a  masa d e  
hormona r a d i a c t i v a  c o r r e s p a n d i e n t e  a TI.  B2, T2 y p 2 t  s o n  
10s m i s m o s  p a r d m e t r o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a1 s e g u n d o  
e x p e r i m e n t o  y p  es l a  masa d e  hormona " f r i a "  a g r e g a d a .  
En la ecuacidn C l l ,  pl$/Tl y p2t/T2 son iguales a 
inversa de la actividad especifica (AE) de la hormona 
marcada. en t&rminos de cpm/ng. Asi: 
(Bi/AE) = (B2/AE) + (B2.p)/T2 fZ1 
La suposicidn original era que: 
R 
Bl/Fl = B2/F2 
donde F1 es la cantidad de hormona libre (TI - El) v FZ es 
T2 - HZ. 
Lueqo: 
El/ (T1 - El) = BZ/(T2 - B2) C 4 1  
Reordenanda 1 a ecuaci dn C43: 
Bl(T2 - B2) = B2(T1 - El) 
BIT2 - B1H2 = B2T1 - B2Bl 
BIT2 = B2T1 C71 
Reemplazanda C71 en la ecuacidn C 3 l x  
AE = (B2T1 - BZT2)/B2.p = BZ(T1 - TZ)/B2.p 
La e c u a c i d n  C 8 1  i n d i c a  q u e  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  
puede  o b t e n e r s e  d e  1 0 s  q r d f i c o s  a n t e s  menc ianados ,  a 
i g u a l d a d  d e  v a l o r e s  p a r a  B/F y que es n e c e s a r i o  d r s c o n t a r  
8 
l a  r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  u s a d a  coma t r a z a d o r  c u a n d o  l a  
t hormona " f r i a "  as  l a  v a r i a b l e .  
Un v a l o r  mds conf  i a b l e  d e  l a  a c t i v i d a d  e s p e c j f  ica  se 
a b t i e n e  d e  l a  s i q u i e n t e  manera.  D e  l a  e c u a c i d n  C81: 
Reordenando  l a  e c u a c i 6 n  C83: 
E s t a  es l a  e c u a c i b n  d e  una  1 i n e a  r e c t a  c u v a s  v a r i a b l e s  s o n  
T1  v p. P o r  otra  p a r t e ,  l a  o r d e n a d a  a 1  o r i g e n  es TZ, o sea 
el t o t a l  d e l  t r a z a d o r  marcado  u5ada  e n  el e x p e r i m e n t 0  d e  
cornpe tenc ia ,  y l a  p e n d i e n t e  es l a  a c t i v i d a d  e s p e c  ;f ica d e  
l a  p r e p a r a c i d n  d e  harmona r a d i  a c t i v a .  R e a l  i z a n d o  un 
q r d f i c o  T i  v e r s u s  p ,  p a r a  d i f e r e n t e s  v a l o r e s  d e  B/F, u n a  
puede  o b t e n e r  una  1 i n e a  recta  usando  u n a  r e g r e s i d n  l i n e a l  
s i m p l e ,  y d e  a l l  i' c a l c u l a r  el v a l o r  d e  l a  a c t i v i d a d  
e s p e c  i f  i c a  d e l  l i g a n d o  r a d i a c t i v o .  
La f i q u r a  2 m u e s t r a  el p e r f i l  d e  p u r i f i c a c i d n  o b t e n i d o  
l u e g o  d e  l a  marcac idn  d e  p r o l a c t i n a  o v i n a  con ~ a l ~ 5 1 .  La
a c t i v i d a d  e s p e c  i f  ica  d e  esta p r e p a r a c i d n  hormonal  
( c a l c u l a d a  a  p a r t i r  d e  l a  e f i c a c i a  d e  l a  i n c o r p o r a c i d n  d e  
12% a l a  f r a c c i d n  p r o t g i c a ,  96%, d e t e r m i n a d a  p o r  l a  
i n t e g r a c i d t n  d e l  xgr l f  i c o )  f  u e  d e  9 2 , 6  uCi /ug. 
La f i q u r a  3 m u e s t r a  el e n s a y o  d e  a u t o d e s p l a z a m i e n t o ,  
donde  se v a r i 6  l a  o P r l  " + r i a w  o l a  p r e p a r a c i d n  r a d i a c t i v a ,  
c a l c u l d n d o s e  l a  r e l a c i d n  B / F  e n  ambos casos. P o r  r a z o n e s  
q u e  se d i s c u t i r d n  mds a d e l a n t e ,  se c o n s i d e r 6  una  MCU d e l  
100%. A p a r t i r  . d e '  e s t a s  r e p r e s e n t a c i o n e s  v u s a n d o  un r a n q o  
d e  B / F  e n t . r e  0,08 y  0,045, se o b t u v i e r o n  1 0 s  v a l o r e s  d e  T1 
y p  y se g r a f i c a r o n  como se m u e s t r a  e n  l a  f i q u r a  4. La 
a c t i v i d a d  e s p e c  i f  i r a ,  c a l c u l a d a  como l a  p e n d i e n t e  d e  este 
q r d f i c o ,  f u e  33,3 uCi /uq ,  v a l o r  q u e  se e n c u e n t r a  e n  
c o n c o r d a n c i  a con  el mencionado de 32,6 uCi /ug. 
FRACC IONES 
Fisura 2: Purificacihn, a trav4s de una columna de Sephadex 
G - 75, de prolactina w i n d  marcada con 1251. 
o P r l  agregada (ng) * 
1 2 5 ~ - o ~ r l  agregada ( c  . p.m. ) -0- 
Fiqura 3: Curvas de desplazamiento obtenidas a p a r t i r  de 
experimentos de u n i 6 n .  
o P r l  agregada (ng) 
F i q u r a  4: Cdlculo d e  l a  a c t i v i d a d  e s p e r  i f i c a  d e  a c u e r d o  con 
l a  e c u a c i h n  C91. 
Pero, como se discutid en la introduccibn, este no es 
un valor exact0 sin0 que corresponde a un promedio de 
especies marcadas con distintas actividades especificas. 
Con el objeto de obtener una AE mds confiable de la hormona 
capar de unirse a 5 ~ 5  aceptores, se cunsiderd la maxima 
capacidad de uniton de la preparacidn hormonal. La fiqura 5 
muestra el grdf ico de l /  (radiactividad unida) versus 
l /  (volumen de receptor aqreqado) , donde la inversa de la 
ordenada a1 arisen da la MCU (en este caso 64%). 
';r 
Considerando este valor, se corriqieron 10s valores de 
B/F y se 10s volvid a graficar en funcidn de la cantidad de 
, prolactina no marcada o de la nueva radiactividad total 
agreqada y corregida (figura 6 ) .  Usando estos grdficos y 
la 1 inea recta obtenida a partir de ellos, se calcul6 una 
actividad especifica de 12,4 uCi/ug. 
Para ohservar el efecto de considerar una actividad 
especifica o la otra, se realizaron grdficos segdn 
Scatchard (194) (fiqura 7) utilizando 10s valores de B/F y 
10s de la radiactividad unida en forma espec if ica del 
experiment0 de saturacibn. Puede observarse que la 
constante de afinidad en ambos casos e5 la misma (5,4 n M w 1  
F i a u r a  5: D e t e r m i n a c i G n  d e  l a  rn6xirna c a p a c i d a d  d e  u n i 6 n  d e  
l a  p r r p a r a c i d n  de hormona r a d i a c t i v a .  
x 1 2 5 ~ - o ~ r l  agregada ( c  .p.m. ) 
o P r l  agregada (ng) -C 
Figura 6: Curvas de desplazamiento obtenidas a partir de 
10s mismos experimentos que en la fiqura 3, con 105 datos 
corregidas por la MCU. 
o P r l  Unida (pM) 
Figura 7: Grdficos de Scatchard obtenidos de 105 
experimentos de unidn utilizando la5 AE calculadas a partir 
delasfig. 3 v 6 .  
p a r a  una  kE d e  33.3 uCi /uq  y 4,7 n ~ - 1  p a r a  u n a  AE d e  12.4 
uCi / u a ) .  m i e n t r a s  q u e  se p r o d u c e  un aumento s i g n i f  i ' c a t i v o  
e n  l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  s i t i o s  r e c e p t o r e s  ( d e  39 pM a 97 pM 
p a r a  l a  menor a c t i v i d a d  e s p e c  i f  ica)  . 
Los  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  l a  q o n a d o t r o f i n a  c o r i d n i c a  
humana marcada  con  125 I .  u s a n d o  rnembranas d e  test i c u l o  d e  
ra ta  como sistema r e c e p t o r  y p a r a  J H - t e s t o s t e r o n a ,  u s a n d o  
un a n t i c u e r p a  e s p e c  i f  ico. f u e r o n  10s s i q u i e n t e s :  p a r a  l a  
hCG, l a  A E  d e l e r m i n a d a  p o r  el p e r f i l  d e  e l u c i 6 n  d e  l a  
columna c r a m a t o u r d f  ica,  con  p o s t e r i o r i d a d  a 1 a  marcac idn .  
f u e  d e  12.5 uCi /uq .  m i e n t r a s  q u e  el r e s u l t a d o  o b t e n i d o  p o r  
el mdtodo d ~ s c r i p t 0  f u e  d e  11,s uCi/ug.  P o r  otra p a r t e .  
10s r e s u l t a d o s  p a r a  3 ~ - t e s t o s t e r o n a  f  ueron :  36.0 Ci / m m o l  , 
cuando  l a  AE se c a l c u l a b a  a p a r t i r  d e  10s d a t o s  o b t e n i d o s  
d e  N e w  Enql and N u c l e a r ,  recal c u l  a d o s  s e q d n  el d e c a i  m i  e n t o  
r a d i a c t i v o  d e l  t r i t i o  y 37.0 Ci/mmol cuando  se u t i l i z 6  l a  
t d c n i c a  d e l  a u t o d e s p l a z a m i e n t o .  
La primera etapa en el estudio del mecanismo de accidn 
de la hormona 1ut.einizante en cBlulas de Leydig consistib 
en el andlisis de 10s pardmetros cin&ticos y termodindmicos 
de la uni6n ligando - receptar. 
i' R En la fiqura 8 pueden verse tres curvas de asociacihn 
I de 1251-h t~  a cBlulas de Leydig, en funcidn del tiempa v a 
I tres temperaturas diferentes ( 8 ,  26 y 34°C). Esto~i 1 
;I experimentos se real izaron sobre c&lulas enteras en 
' suspensi dn, permitiendo asl que se complete el 
procesamiento de la hormona por la cdlula. estableciendo un 
equilibrio dindmico. similar a1 existente en el animal. En 
cada panel se incluyen 10s datos de hormona unida a la 
membrana celular y de hormona internalizada. Estos dos 
pardmetros se discernieron mediante el tratamiento de las 
cklulas con un medio dcido. Este procedimiento despeqa el 
100% de la hormona unida a la membrana celular y no 
destruve la inteqridad celular a juzgar por 10s datos de 
microscop ia dpti ca. manteni endo 1 a respuesta 
esteroido~&nica (105). Puede verse que tanto a 8 como a 26 
Tiempo (minutes) 
Fiaura 8: Curvas de asociacidn de I * ~ I - ~ L H  a c k l u l a s  de 
Levditg. I n t e r i o r  (----) ; Superf icie (- ) . 
v a 3 4 ° C  se n b s e r v a  el p r o c e s o  d e  e n t r a d a  d e  l a  hormona a 1  
i n t e r i o r  c e l u l a r .  
A p a r t i r  d e  e s t o s  d a t a s  se c a l c u l a r a n  l a s  c o n s t a n t e s  
d e  v e l o c i d a d  de segundo  o r d e n  p a r a  l a  r o a c c i d n :  
; Las v a l n r e s  se c a l c u l a r o n  b a s d n d o s e  e n  l a  hormona u n i d a  
t o t a l  ( i n t e r n a l i z a d a  + s u p e r f i c i e  + d e q r a d a d a ) ,  es d e c i r  
que r e p r e s e n t a n '  c o n s t a n t e s  d e  a s o c i a c i b n  a p a r e n t e s  y q u e  
'deberdn  ser r e c a l c u l a d a s  una  vez q u e  se conozcan  l a s  demds 
4 ( y c o n s t a n t e s  i n v o l u c r a d a s  e n  el 
i 
e s t a d o  e s t a c i o n a r i  o 
e n d o c i  t o s i s ,  recarnbi o  ( a q r u p a c i  dn, d e  r e c e p t o r e s ,  
t r a n s p o r t e ,  d e q r a d a c i d n ,  e tc . ) .  Los  r e s u l t a d o s  f u e r o n :  
p a r a  8°C k l  = 0 ,0021  nM-l min'l; p a r a  26 'C  0 , 0 0 8 4  nMwl 
m1n-l y p a r a  34°C 0.0135 nM'l. min-1. 
E s t o s  v a l o r e s  d e  I:1, t r a n s f o r m a d o s  a M-1 s e q - 1 ,  f u e r o n  
u t i l i z a d o s  p a r a  r e a l i z a r  un g r d f  i co  d e  A r r h e n i u s ,  segt in  l a  
s i q u i e n t e  ecuac iCn:  
o su expt-es i6n l o g a r  i t m i c a :  
La f i g u r a  9 m u e s t r a  el q r d f i c o  o b t e n i d o  d o n d e  p u e d e  v e r s e  
l a  l i n e a l i d a d  q u e  existe e n t r e  l a s  c o n s t a n t e s  h a l l a d a s  v 
( l / T )  ( con  T e n  g r a d o s  K e l v i n ) .  La e n e r q i a  d e  a c t i v a c i d n  
( E ) ,  c a l c u l a d a  a  p a r t i r  d e  l a  p e n d i e n t e  d e  este q r d f i c o ,  
14 H-l - 1 
r e s u l t 6  ser d e  12.410 cal/mol y A = 1,62 e 16 
d 
s e g  
El t d r m i n o  f3 se denomina " f a c t o r  d e  f r e c u e n c i a "  y 
r e p r e s e n t a  l a  . f r e c u e n c i a  t o t a l  d e  e n c u e n t r o s  e n t r e  d o s  
mo l&cu la s  r e a c c i o n a n t e s .  E s  e v i d e n t e  q u e  c u a n t o  mayor sea 
el v a l o r  d e  E menor s e r d  el f a c t o r  e y ,  ctsmo p a r a  
muchas r e a c c i o n e s  el f a c t o r  d e  f r e c u e n c i a  n o  v a r i ' a  
c o n s i d e r a b l e m e n t e ,  sera l a  e n e r g i a  d e  a c t i v a c i d n  l a  q u e  
d e t e r m i n e ,  a menudo, si l a  r e a c c i d n  es r d p i d a  a l e n t a  a u n a  
dada  t e m p e r a t u r a .  Una r e a c c i d n  b i m o l e c u l a r  con  un v a l o r  d e  
E d e  20.000 cal / m o l  t e n d r d  u n a  v e l o c i d a d  m e n s u r a b l e  a 
t e m p e r a t u r a s  o r d i n a r i a s .  El v a l o r  o b t e n i d o  i n d i c a  q u e  l a  
r e a c c i b n  d e  a s o c i a c i h n  e n t r e  l a  hormana y s u  r e c e p t o r  es 
una r e a c c i C n  r 6 p i d a  a  l a s  t e r n p e r a t u r a s  f  i s i o l d q i c a s .  
( 1 / T  absoluta) X 10 3 ' 
F i g u r a  9: G r d f i c o  d e  A r r h e n i u s  mostrando  l a  r e l a c i d n  e n t r e  
l a s  c o n s t a n t e s  d e  v e l o c i d a d  de a s o c i a c i d n  y l a  t e m p e r a t u r a .  
Una vez a n a l  i z a d a  l a  a s o c i a c i d n  d e  l a  LH a  l a s  c & l u l a s  
d e  Levdiq ,  se e n c a r 6  el e s t u d i o  d e  l a  r e a c c i 6 n  i n v e r s a ,  l a  
d i s o c i a c i h n .  F'ara e l l u ,  un p r e p a r a d o  d e  membranas d e  
c g l u l a s  d e  Levdiq se t r a t d  con  hormona marcada d u r a n t e  d o s  
h o r a s ,  l u e g o  5e l a v d ,  se l o  d i v i d i d  en  a l i c u o t a s  y r e i n c u b d  
a 34°C e n  p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  d e  un e x c e s o  d e  hCG n o  
marcada. A c a d a  t i e m p o  se d e t e r m i n d  p o r  d u p l i c a d o  l a  
c a n t i d a d  d e  125 I-hLH u n i d a .  La f i g u r a  10 p r e s e n t a  el 
g r d f i c o  d e  d i s o c j a c i d n  d e l  c o m p l e j o  hormona r e c e p t o r  e n  
f u n c i d n  d e l  t i empo.  A p e s a r  d e  q u e  este e x p e r i m e n t 0  se 
r e a l i z h  en  rnembranas d e  c & l u l a s  d e  Levd ig  y n o  en  c & l u l a s  
e n t e r a s ,  10s r e s u l t a d o 5  o b t e n i d o s  m u e s t r a n  una  c u r v a  d e  
d i s o c i a c i h n  d e  t i p o  b i f a s i c a ,  con  una  p r i m e r a  componente  
r d p i d a  y una  segunda  d e  d i s o c i a c i d n  mds l e n t a .  Ademds. 
dada  l a  s u p e r p o s i c i 6 n  d e  l as  d o s  c u r v a s  (con  y s i n  hCG) 
q u e d a r i a  d e s c a r t a d a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q u e  e n  l a  u n i 6 n  d e  l a  
q o n a d o t r o f i n a  a s u s  r e c e p t o r e s  t e s t i c u l a r e s  se p r o d u z c a  un 
fenbmeno d e  c o o p e r a t i v i d a d  n e q a t i v a .  
E s t a  c u r v a  d e  d i s o c i a c i d n  c o r r e s p o n d e r i a  a una  
e x p r e s i d n  d e l  t i p o :  
Tiempo (rninutos) 
Fiqura 10: Curva~i de disociacidn para la uniCjn de l 2 5 . I - h ~ ~  
a membranas de c4lulas de Leydig, en presencia ( - @ . I  o 
ausencia ( 0 . )  de hCG en exceso. 
donde Bt es la hoicmnna unida a1 tiempo t y B1 v B2 la 
hormona unida a cada componente, a t = O. De aqui se 
obtienen 10s siguientes valores: B1 = 15,87 pM: k 2  = 0,12 
m1n-l.; B2 = 31.43 pM y k p 2  = 5,3 x 10-4 min-l- 
La presencia de esta segunda componente podr ia 
representar un sequndo sitio de unidn (nunca descripto 
hasta ahora para L H ) ,  o bien microagreqaciones en la 
I 
membrana con vesicul izacidn local que impedir i a  la 
disociacidn de la hormona involucrada en este proceso. Es 
de notar que este proceso de microagregaciQn es una de las 
etapas del f endmeno de internal izacidn del compl e jo hormana 
receptor. 
Los datos referentes a la asociacibn Y 
disociacidn hasta aqui descriptaa sugieren desviaciones de 
la linealidad en un qrdfico de Scatchard realizado en 
condiciones de equilibrio y utilizando una hormona marcada 
con baja actividad especifica. La figura 1 1  nos muestra el 
qrdfico correspondiente que, realizado en c&lulas enteras, 
a 34°C y con una I * ~ - I - ~ L H  de 2 , 8  uCi/ug, representa un 
estudio en estado estado estacionario mds que un andlisis 
d e  equilibria. D e  t o d a s  f o r m a s ,  con  10s d e b i d o s  r e c a u d o s .  
s i r v e  p a r a  comparar  este r e s u l t a d o  con  10s y a  p r e s e n t a d o s ,  
t amb idn  r e a l i z a d o s  s o b r e  c d l u l a s  e n t e r a s  y a t e m p e r a t u r d  
f  i s i o l 6 q i c a .  La c u r v a t u r a  d e l  q r d +  i co  d e  S c a t c h a r d ,  p o d r  i'a 
d e b e r s e  a l a  p r e s e n c i a  d e  d o s  s i t i o s  d e  u n i 6 n  p a r a  LH, 
d e s c a r t a d a  l a  o p c i 6 n  d e  un f enbmeno d e  ' c o o p e r a t i v i d a d  
n e g a t i v a  ( f i g u r a  1 0 ) .  E l  a n d l i s i s  d e l  g r d f i c o  seg13n l a  
t d c n i c a  d e  l a s  p e n d i e n t e s  1 i m i t e s  (2121 ,  p a r a  d o s  s i t i o s  d e  
u n i b n ,  d i o  10s s i q u i e n t e s  r e s u l t a d o s :  Kal = 11,6 x 1O lu M-1 
d 
9 con 01  = 0 , 0 1 5  nM y KaZ = 7,2 x 1 0  Hw1 con  PZ = C),U48 nM. 
E s t e  r e s u l t a d o  f u e  o b s e r v a d o  e n  c u a t r a  e x p e r i m e n t 0 5  
d i f e r e n t e s ,  i n c l u y e n d o  d o s  r e a l i z a d o s  e n  membranas 
t e s t i c u l a r e s .  N o  se p u e d e  abn  i n f e r i r  si este s e g u n d o  
s i t i o  c o r r e s p o n d e  e n  r e a l i d a d  a un s i t i o  " r e c e p t o r "  o a un 
e s t a d o  e s p e c i a l  d e  l a  membrana e n  p r o c e s o  d e  
m i c r o a q r e q a c i 6 n ,  p r e v i o  a l a  i n t e r n a l  i z a c i d n  d e  10s 
r e c e p t o r e s .  
Como primer enfoque en el estudio de la respuesta 
testicular despuds de una o dos dosis desensibilizantes de 
hCG (200 UI) se hicieron ensavos "in vivo". Para el10 se 
invectaron ani ma1 es con una dosi s de gonadotrof ina y se 
analizd la evolucidn de 10s niveles de testosterona s&rica 
durante 10s diads subsiguientes. En la figura 12, panel de 
la izquierda, se ve que luego de una brusca subida durante 
la5 primeras 24 horas. la concentracidn de testosterona 
comenz6 a descender, pese a que 10s niveles de hCG 
plasmdtica permanecieron altos hasta las 48 horas, per0 
presentd un nuevo pic0 a las 72 horas. Ya a1 dia 4 10s 
valores volvieron a bajar a 10s niveles fisiold~gicos. La 
administracidn de una sequnda dosis de hCG. 48 horas 
despu&s de la primera, impidid el descenso en 10s valores 
de testosterona a 10s dias 4 y S despues de la primera 
inveccidn. 
Dias p o s t e r i o r e s  a l a  pr imera  i n y e c c i 6 n  
F i s u r a  1 2 :  Demostrac i~ i~n  i n  v i v o "  d e  l a  p 4 r d i d a  d e  
r e s p u e s t a  d e  l a s  c e l u l a s  d e  LevdiG, despuGs d e  una 
i n v e c c i b n  d e  hCG I* y e f e c t o  d e  una sequnda d o s i s  d e  
a o n a d o t r o f i n a  ( 6 ) .  
La pGrdida de la respuesta "in vivo" de las cklulas de 
Leydig entre las 24 y la5 72 horas posteriures a la 
inveccihn de 200 UI de hCG, se demostre porque la 
administracihn de una segunda dosis. 2 horas antes de 
sacrificar 10s animales. no indujo ninq6n increment0 
signif icativo en la testosterana plasmdtica (f igura 12, 
panel de la derecha). La respuesta esteroidoqdnica de las 
cklulas de Levdiq a la estimulacidn exdqena, reaparecid 
reciGn 96 horas despuGs de la primera invecci6n. 
6 
. Una segunda administraciC!~n de hCG, 48 horas despu4s de 
la primera inyeccihn, mostrd un perfil de estimulacidn 
similar (fiqura 12, panel de la derecha). A n  mds, la 
estimulacidn a1 quinto dia resultd mayor que la obtenida 
despuGs de una dnica dosis de hCG (250% sobre el valor 
basal para una 6nica inyeccidn versus 350% sobre el nivel 
basal para la dosis repetida) . Este resultado indica que 
la seaunda dosis de hCG. administrada 48 horas despuds de 
la primera inyeccidn. no sdlo fue incapaz de desensibilizar 
una vez mds la respuesta esteroidoqdnica, sino que ademds 
mostrd un aumento en la respuesta a la estimulacidn exdgena 
con qonadotrofina. Esto llev6 a investiqar el efecto de 
este tip0 de tratamiento sobre la respuesta de las cGlulas 
de Leydia "in vitro". 
Con el ob jet0 de observar la adaptacidn del drqano 
 enter^ a las nuevas condiciones creadas par el tratamiento 
con ~onadotrofina, se decidi6 (en esta primera parte de la 
investioacidn) uti 1 izar test iculos intactos en luqar de la 
intersticial ai sl ada. Esto ref lejar ia las 
; variaciones que ocurrieran en todos 10s tipos celulares v 
que pudieran contribuir a1 proceso de desensibilizacidn. 
,* ' .  . -  -.- 
~1'' 
..<. . 
Para estos estudios se trabajd en el tercero y quinto 
dia despuds de la primera administracidn de hCG, cuando el 
tejido testicular muestra un estado de desensibilizacidn 
estable v en el tercer dia posterior a la sequnda 
inveccidn, cuando la respuesta "in vivo" se encuentra 
aumentada ( f  iqura 12, panel de la derecha) . De aqui en 
mds, siempre que se mencione el estado resensibilizad~ se 
hard ref erencia a este dltimo tratamiento descripto, salvo 
que se indique 10 contrario. 
El n13mero total de sitios receptores sie encontrd 
siqnificativamente reducido tres dias despu&s de la primera 
admi nistraci dn de hCG (f iqura 13) y 1 iqeramente recuperado 
a1 quint0 d ia. La inyeccidn de una sequnda dosis mantuvo 
la capacidad de uni6n a1 nivel minimo, cinco d ias despuds 
de la primera dosis. 
La respuesta esteroidoq4nica de testiculos de ratas 
tratadas con 200 UI de hCG se muestra en la figura 14. A 
las 72 horas. las testosterona basal era mavor respecto de 
10s controles Y 10s test i t ~ t 1 0 ~  no respondieron a1 est imulo 
con hCG o db-6MPc. A las 120 horas, se recuperd por 
completo la rrspuesta a la gonadotrofina y a1 nucledtido. 
Cuando se administrd una seaunda inyeccidn de hCG a 10s 
animales. 48 haras despuGs de la primera administracidn, a1 
esti mu1 ar 105 test icul os con hCG o db-AMPc, se observd una 
respuesta superior a la normal cinco dias despu4s de la 
primera inyeccidn ( f  i ~ u r a  14, panel superior). 
Con el fin de ubicar el punto de la "leci6n" en el 
mecanismo de respuesta a la qonadotrofina dubante la 
descnsibilizacidn y ,  a la vez, analizar el papel de esa 
lesidn durante el proceso de resensibil izacidn, se midib, 
Dlas despu6s de la  prirnera inyecci6n 
Figura 13: Capacidad de unidn de gonadotrofina, despu&s de 
l a  administracidn de una o do5 dosis ( 0 )  de hCG. 
Basal 
F i a u r a  14: R e s p u e s t a  " i n  v i t r o "  d e  1 0 s  t e s t i c u l b s  d e  ratas  
t r a t a d a s  c o n  una o d o s  d o s i s  d e  hCG y s a c r i f i c a d a s  3 G 5 
d i a s  d e s p u g s  d e  l a  pr imera  i n v e c c i b n .  
en l a s  mismas incubaciones, l a  produccidn de AMPc induc ida  
por l a  hormona. La f i g u r a  14 muestra 10s resul tados.  Tres 
d i as  despuds de l a  pr imera inveccidn, no se observb 
respuesta m i  en t ras  que 1 os n i  ve l  es basal es eran e l  evados, 
comparados con 10s contro les.  Cinco d i a s  despugs de l a  
pr imera dosis, 1 n i v e l e s  de AMPc estaban aumentados, 
aunque menores que l o s  narmales, 
1' 
recuperado 1 a produccidn de 
a pesar de haberse 
testosterona.  Por e l  
. i  contrar io: , ,  l a  est imulac idn observada en l a  b ios i ' n tes i s  de 
es tero ides  por 10s t e s t i c u l o s  de r a t a s  t r a t adas  can dos 
?' 
;i dos is  de hCG no estuvo acompaRada por un aumento 
t 
* s i q n i f i c a t i v o  en l a  l i b e r a c i d n  de AMPc a1 medio de 
incubacibn. Este hecho podr i a  suge r i r  l a  presencia de una 
a1 t e r n a t i v a  independiente de AMPc como segundo 
mensa-iero 0, l o  qu& parece mas p laus ib le ,  que l a  produccidn 
de AMPc en e l  c i l t imo caso fuese no de tec tab le  por nuest ras  
tBcnicas v que e l  sistema fueua sens ib le  a pequefias 
var iac iones en e l .  contenido o l a  d i s t r i b u c i d n  de AMPc. 
Esta d l t i m a  p o s i b i l i d a d  se encuentra apoyada, a1 menos en 
par te,  por e l  hecho de que 10s t e s t  ~ C U ~ O S  obtenidos de 
r a t a s  t r a t adas  con dos dos is  de hCG, respondieron me,jor a 
l a  es t in \u lac idn  con db-AMPc, indicando que el sistema no 
prescinde tota lmente de l  nuc ledt ido.  Par o t r a  par te,  l a  
est imulaciCn disminuida de l a  produccidn de AMPc despu&s de 
dos dos is  de gonadotrof ina, comparada con l a  respuesta 
obtenida usando t e s t i c u l o s  c inco  d l as  despuds de una dn ica  
invecc idn de hCG, r e v e l d  una nueva desens ib i l i zac ihn  de l a  
aden i la to  c i c l a s a  que no fue correspondida por un nuevo 
bloqueo en l a  b i o s  i n t e s i s  de testosterona.  
Con e l  o t j e t o  de observar 10s bloqueos enr imdt icos  m6s 
a116 de l  recepto'r y l a  aden i la to  c i c l a s a  y dent ro  de l  
camino usteroidog&ri ico, se determine; l a  concentracidn de 
dos in termediar ios:  proqesterona v 174hidro>: iproqesterana.  
Para es te  prophsi to .  un qrupo de animales ( 3  r a t a s )  r e c i b i C  
200 UI de hCG y fue sac r i f i cado  t r e s  d i as  mds tarde. Ot ro  
qrupo r e c i b i 6  una sequnda dosis.  48 horas despugs de l a  
primera Y fueron s a c r i f i c a d o ~  t r e s  d;as despugs (c inco  
desde l a  primet-a dos is ) .  Un t e r ce r  grupo r e c i b i d  solamente 
vehi'culo. De cada ra ta .  un t es t i ' cu l o  f ue  incubado como se 
d e s c r i t i e r a  en mater ia les  y m&todos. en presencia de hCG 
(500 nq),  y e l  o t r o  se incub6 en l a s  mismas condiciones s i n  
l a  hormona. En 10s medios de i n c u t a c i t n  se determinaron 
l a s  concentraciones de testosterona,  proqesterona y 
17 hidroxiproqesterona. 
La relaciones proqesterona / testosterona v 
17 hidroxi proaest.erona / testosterona aumentaron de (1.025 
(0.02 - 0.03) para 10s test icul05 de 10s animales controles 
(en condiciones basales a estimulados con hCG) a 0,14 (0.12 
- 0.16) en el caso de 10s test iculos de lo5 animales 
tratados con una dasis de gonadotrofina. Cuando los 
: animales recibi eron una segunda dosis estas re1 aci ones 
volvieron a 10s valares controles (0.04: 0.02 - 0.06). Sin 
embarqo, acin en 10s testiculos de las ratas invectadas con 
dos dosis de hCG exist ia una acumulacidn siqnif icativa de 
10s intermediaries dosados, indicando una reversidn parcial 
; 
del bloqueo enzimdtico. 
Estos resultados, tornados en conjunto. presentan un 
modelo en que 16s receptores de membrana se encuentran 
disminuidos, la respuesta en la produccidn de AMFc "in 
vi tro" a la estimulacidn con gonadotrofina es, 
prdcticamente, no detectable pero que ref le.ja una reversidn 
parcial de 10s bloqueos enrimdticos presentes en el estado 
de desensi bi 1 iracie~n, con una estimulacidn mdxima, o 
inclusive supramdxima, de la produccidn de testosterona. 
Con el ob.jeto de evaluar la respuesta 
test iculos cuando la seaunda administracidn de hCG se 
realizaba en la etapa de recuperacihn despu4s del estado 
desensibi 1 izado. 10s animales fueron inyectados siete d ias 
despu4s de la primera inyeccidn y sacrificados 72 horas mds 
tarde. La fiqura 19 muestra que la capacidad de 10s 
test iculos para unir la qonadotrofina se encuentra 
si~nificativamente disminuida tres dias despues de 
primera dosis de hCG y parcialmente recuperada siete dias 
d 
mds tar-de. Cuando se administrd par sequnda vez hCG. siete 
dias despuds de la primera inveccidn, la capacidad 
unidn. medida tres dias mas tarde (10 despu4s de la primera 
dosis) fue siqnificativamente reducida, indicando una nueva 
etapa de requlacidn neqativa de 10s sitios de uni6n para 
Sin embarqo esta requlacidn neqativa no estaba 
acompafiada por una di sminucidn concomi tante en la 
produccidn de testosterona, como se muestra en la fiqura 16 
(panel superior). Por otra parte, la produccidn de AMFc 
fue abolida (determinada seqdn la tGcnica descripta) 
conf irmanda la desensibilizacidn de la adenilato ciclasa 
( f  iqura 16, panel inferior). Una vez mds, puede observarse 
~ C a s  despues de l a  primera inyecc.i6n 
Fiqura 15: Capacidad d e  unidn de gonadotrofina, despuds de 
una ( a )  o dos ( 0 )  dosis de hCG. 
Basal 
F i q u r a  16: H e s p u e s t a  " i n  v i t r o "  d e  t e s t i c u l o s  d e  r a t a s  
t r a t a d a s  c o n  una o d o s  d o s i s  d e  hCG, s a c r i f i c a d a s  1 0  d i a s  
d e s p u d s  d e  l a  p r i m e r a  i n y e c c i d n .  
que, lueoo de una sequnda admin is t rac idn de hCG, e l  sistema 
comienza a  responder a  l a  est imulac ihn exdqena por 
sonadotro.f ina con un ndmero reducido de s i t i o s  de un idn  
para hCG, produccibn de CIMPc no detec tab le  en e l  medio 
i nccrbaci 6n una s l n t e s i s  de tes tos terona normal o  
incrementada, como s i  no pudiese ser desens ib i l i zado o t r a  
vem, luego de l a  pr imera dos is  de hCG. 
i 
Para ahondar en e l  mecanismo de es te  fendmeno de 
resens ib i l i zac i t t n .  se debid tener  en cuenta l a  ex- is tenc ia  
A de va r i os  t i p o s  ce lu la res ,  normalmente considerados como de q' 
cb lu las  de Leydiq. La r e s e n s i b i l i z a c i d n  podr i a  ser r e f l e j o  4 
de cambios s e l e c t i v o s  en t a l e s  poblaciones, coma ser un 
ndmero aumentado de c4 l u l as  maduras, o  l a  evo luc idn  de 
algQn t i p 0  c e l u l  a r  m i  n o r i  t a r i o  hac ia  una esteroidogbnesi  s 
r e f r a c t a r i a  a  l a  desens ib i l  i zac idn .  
Antes de abordar el efecto de 10s diversos 
tratamientos con qonadotrof ina sobre las distintas 
poblaciones de cdlulas de Leydiq, fue necesario poner a 
punt0 el mdtodo de separaci6n de 10s diferentes tipos 
celulares, caracterizarloa en cuanto a la unitin de LH y su 
respuesta esteroidog&nica. Para esto, despu65 de obtener 
la fraccihn de" c&lulas intersticiales totales y de haber 
eliminado 10s gldbulos rojos, se las incubd con 1251-~LH 
durante una hora a 34°C y se lav6 la hormona libre. La 
suspensidn celular f ue lueao sometida a centrif ugacidn en 
un qradiente discontinuo de Metrizamida (ver materiales y 
mdtodos). La fiqura 17 muestra el perfil de radiactividad 
que present6 el qradiente obtenido a partir de c4lulas de 
ratas controles. Se ve la aparicidn de cuatro bandas 
capaces de unir LH. Utilizando la nomenclatura sugerida 
por el qrupo de Payne (147) se denominaron , desde arriba 
hacia el fondo del qradiente, 0; IA; IB y 11. 
Fracciones 
Fiqura 17: Perfil de unidn de hLH a subpoblaciones de 
c k l u l a s  de Leydig, de ratas controles y tratadas con una o 
dos dosis de hCG, separadas por gradiente de Metrizamida. 
En o t r o  experimento, l a s  c d l u l a s  de Levdig 
provenientes de r a t a s  con t ro les  se separaron en l a s  cua t r o  
subpoblaciones. Cada banda se sometid* a un es tud io  de 
receptores seqCin e l  m4todo de Scatchard. Todas l a s  bandas 
presentaron i g u a l  constante de a f i n i d a d  (Ka = 2 - 4 x 10l0 
IT1 1 .  con un n13mero s i m i l a r  de s i t i o s  de unidn por c& lu la .  
Cuando l a s  d i s t i n t a s  poblaciones se est imularon con 
cantidades c rec ien tes  de LH " i n  v i t r o "  se construveron l a s  
curvas dos is  respuesta para l a  produccidn de testosterona.  
I 
La banda O no f ue  capaz de p roduc i r  tes tos terona en 
respuesta a1 es t  imulo hormonal. Las CLIrvas 
correspondientes a l a s  demAs poblaciones se muestran en l a  
f i q u r a  18 A. A p a r t i r  de es tas  curvas dos i s  respuesta se 
ca l cu l 6  l a  sens i b i l i dad  de cada una de l a s  poblaciones. 
Para e l10  se u t i l i z d  como pardmetro e l  ED50, o sea l a  
concentracidn de LH necesar ia para obtener el 50% de l a  
respuesta mdxima. A menor va l o r  de l  ED50, mds sens ib le  es 
e l  sistema. Los va lo res  de 10s ED50 fueron entances: para 
l a  banda 10, 0,04 nq hLH/ml; para l a  IE 0,04 nq hLH/ml y 
para l a  I I 0.05 nq hLH/ml. Se puede ap rec ia r  que no 
ex i s ten  d i f  erencias s i q n i f  i c a t i v a s  e n t r e  l a s  d i f  erentes 
poblaciones de c& lu l as  de Leydiq de animales contro les,  por  
Figura 18: Curvas dosis - respuesta para la produccidn de 
testosterona en las distintas poblaciones celulares de 
animales controles ( A )  y resensibilizados (b) . 
lo menos en lo que.concierne a la unidn de la LH y la 
estimulaci6n de la esteroidoq4nesis por la gonadotrofina. 
Como se mencionara anteriormente, la separacidn de 
animales controles, previamente 
marcadas con 1 2 5 1 - ~ ~ ,  en un gradiente discontincro de 
Metrizamida permitid distinquir cuatro picos radiactivos 
c (figura 17, panel superior). El efecto de 10s distintos 
tratamientos con hCG, una dnica dosis y dos dosis con 48 
horas de intervalo. sobre la capacidad de crnidn -be estas 
1, bandas se observa en la fiqura 17, paneles medio e inferior 
respectivamente. Dado que iqual cantidad de celulas se 
8 
sembraron en cada qradiente, la disminucidn de 10s sitios 
de unidn espec if icos ref le-ia el f endmeno de regulacidn 
neqativa para lo5 receptores de LH. Ambos tratamientos 
produjeron una disminucidn de 10s receptores disponibles 
que va del 90 a1 100% en todas las poblaciones. Esta 
disminucidn en el ndmero de sitios de unidn para LH fue 
corroborada con estudios de unidn de ~ * ~ I - L H  a ctlulas 
obtenidas por fraccionamiento a travds de gradientes de 
Metrizamida, real izando las incubaciones luego de desarmar 
10s gradientes y analizando los resultados segdn el mCtodo 
de Scatchard. 
Como paso s i qu i en te  se es tud id  l a  respuesta a l a  
estimulaci15n " i n  v i  t r o N  con cant idades sa turantes  de 
qonadotrof i n a  en l a s  d i s t i n t a s  poblaciones. En l a  f i q u r a  
19 se muestran 10s n i v e l e s  de produccidn de tes tos terona y 
AMPc lueao de l a  incubacihn de l a s  c k l u l a s  provenientes de 
l a s  d i s t i n t a s  poblaciones con 1 0  ng de hLW. En e l  panel C 
se qra f  i ca ron  l a s  respuestas correspondientes a l a s  c 4 l u l a s  
ex t ra idas  de animales contro les.  En 10 que se r e f i e r e  a l a  
produccidn de tefstosterona, se conf i rmd l o  democtrado en l a  
f i g u r a  18 A: l a  banda IB es l a  que t i e n e u n a  mayor 
respuesta mdxima, sequida en orden decrec iente por  l a  I 1  y 
l a  I A .  La banda O prdct icamente no produce tes tos terona 
ante e l  es t  i'mulo hormonal. Por o t r o  lado. l a  produccidn de 
AMPc sique un p e r f i l  s i m i l a r  a l a  de l  estero ide.  La 
adminis t rac idn de una dos is  de hCG t r e s  d i ac  antes d e l  
s a c r i f i c i o  de 10s animales y de l a  determinacidn de l a s  
respuestas " i n  v i t r o "  ( f i g u r a  19, panel ID) r e s u l t a  en un 
estado de desens ib i l i zac idn ,  carac ter izado par una f a l t a  de 
respuesta a l a  gonadotrof ina en l a  b i o s i n t e s i s  de 
testosterona asi' como de AMPc, pese a que l a s  
concentraciones basale5 de esos dos compuestos secretados 
a1 medio de incubaci6n son mayores que l a s  correspondientes 
Fioura 19: Estimulacidn de l a  produccidn de testosterona y 
AMPc en l a s  poblaciones de c& lu las  obtenidas de r a t a s  
t ra tadas  v controles. Basal teskosjterona (I-); basal AMFc 
( 1 : rst imulacidn con gonadotrof i n a  (1 0 1 .  
a 10s animales controles. Cuando se administrd una segunda 
inyeccidn de hCG, 48 horas despu4s de la primera. tres dias 
mds tarde se alcanza el estado de resensibilizacibn. En el 
panel 2D de la figura 19. se ilustra este hecho: todas las 
poblaciones (exceptuando la 0) responden a la estimulacidn 
"in vitra" can S ng de hLH pr,oduciendo testosterona en 
cantidades si mi 1 ares o superiores a las cklulas controles. 
En cambio no hay increment0 en la secrecidn de 
8 
inducido por la hormona. 
Para estudiar la sensibilidad de la respuesta 
esteroidoq&nica a la LH, se incubaron las cdlulas de Levdig 
de las distintas poblaciones, provenientes de animales 
resensibilizados. con cantidades variables de hLH (0,001 - 
1 0  nq) . Se construyeron asi qrdf icos de produccidn de 
testosterona en funcidn de la hLH aqre~ada (f igura 18 B). 
Es interesante observar el corrimiento de estas curvas 
dosis - respuesta hacia la derecha (menor sensibilidad) 
respecto de las curvas correspmdientes a 10s animales 
controles (panel A). Este desplazamiento es equivalente en 
las tres poblaciones estudiadas y se traduce en 10s EDSO 
que van de 0.043 f' O,OOb nq hLH/ml para el promedio de las 
AMFc 
tres bandas controles a 0.69 + (1). 2 para las bandas de lo5  
animales tratados. Este cambio de la sensibilidad se 
re-fleid tambikn en las concentraciones necesarias para 
obtener una rerjpt-lesta mdxima que se alcanzci con 0.5 ng de 
LH en 10s controles v requirid entre 5 v iO nq de LH en 10s 
tratados. 
En la tabla 1 se muestra el aumento en las relaciones 
propesterona / testosterona en 10s medios de inct.!bacidn de 
las tres poblaciones de cGlulas de Levdiq correspondientes 
a ratas desensibilizadas. en condiciones basales o de 
" estimulacihn mdxima (10 nq de hLH). El promedio de estas 
relaciones aumentd de U,044 + 0.012 para 10s controles a 
0.229 + 0,073 para 10s tratados con una ~Anica dosis de hCG. 
La seaunda dosis de hCG vuelve a balar estos valores 
llevdndolos a ctn promedio de 0. it:) + 0.036, siendo por lo 
tanto el comportamiento de las tres poblaciones muv similar 
en cuanto a la reversidn del bloqueo esteroidoq&nico. 
Todos 105 resultados mostrados en esta seccidn parecen 
coincidir en el hecho que las tres poblaciones de cilulas 
de Leydig con capacidad esteroidogGnica se comportan de un 
modo homoo&neo ante 10s procesos de desensibilizacidn v 
resensibi 1 izacihn. Por este motivo. 
Tabla 1.- Helaciones pragesterona/testosterona en las diferenres 
poblaciones de c4lulas de Levdi~. 
I .................................................................. Handa I h  Handa IF3 Eanda I 1  
u GRUPOS Basal +hCG Rasal +hCG Basal +hCG .................................................................. d 
CONTROL 0. 0039 0. 0050 0.0039 0.0046 0.0025 0.0036 
1 Dosis hCG 0. 0226 0. 0230 0.0177 0.0192 0.0369 0.0290 
'-2 Dosis hCG r:).0088 0.0 125 Ci. 0067 0.0072 0.0105 0.0116 
------------------------------------------------------------------. 
Los dates representan las relaciones proqesterona/testosterona, 
obtenidas como promedio de tres incubaciones independientes. 
10s  studios siquientes sobre 10s mecanismos de la 
resensibi lizacidn se real itaron sobre cdlulas de ~ e ~ d l ~  
totales. Con ese fin las c&lulas intersticiales se 
purificaron a trav4s de un colchbn de Metrizamida a1 11%, 
obteni6ndose entonces la sumatoria de las bandas IA, IB y 
I I. 
Como primera etapa del estudio sobre c4lulas totale~ 
se analizd la sensibilidad de la respctesta esteroidoqdnica 
e? 
:. 1 ; en las cdlulas resensibilizadas y en las controles. En la 
, 
fiqura 20 se muestran las curvas dosis respuesta 
(produccidn de testosterona versus concentracidn de LH) 
correspondientes a, c&l ulas controles, desensi bi 1 izadas v 
resensibi 1 iradas. en un experiment0 tipo. La respuesta de 
las cglulas controles prdcticamente no presenta umbra1 y 
lleqa a su mdximo con una concentracidn de hLH de 1 nq/ml. 
El ED50 calculado como promedio de 8 experimentos fue de 
0,047 + 0.02 nq hLH/ml . Las c4lulas provenientes de 
animales tratados con una 6nica dosis de hCG, tres dias 
antes de ser sacrificados, no respondieron en todo el ranqo 
de concentraciones de hLH usado, conf irmando as; la 
F i q u r a  20: C u r v a s  d o s i s  - r e s p u e s t a  para l a  p r u d u c c i h n  d e  
t e s t o s t e r o n a  d e  c&lulas d e  L e y d i g  a i s l a d a s  d e  ratas 
c o n t r o l e s  (a) Y t r a t a d a s  c o n  una  ( A )  o dos ( m )  
i n v e c c i o n e s  de hCG. 
desensibi lizacidn testicular. En cambio. cuando 10s 
animales fueron tratados con una segunda dosis de 
aonadatrofina. 48 horas despu&s de la primera y tres dias 
antes de ser sacrificados, las c4lulas presentaron una 
buena respuesta en la produccidn de testosterona. Est a 
respuesta. sin embargo, requirid una concentracidn de par 
lo menos (3, i ng/ml de hLH para rnanifestarse, concentracidn 
con la cual las cklulas controles alcanzaban el 80% de su 
respuesta mdxima, La maxima producci6n de testosterona se 
obtiene en las c4lulas resensibilizadas reciCn con 5.ng de 
7 la LH utilizada, contra 0,s ng en el caso de las controles. 
b 
Todo este corrimiento hacia la derecha de la curva dosis 
respuesta se tradujo en un EDSO, promedio de 6 experimentas 
independientes, de 0,45 f 0,10 nq hLH/ml , o sea un orden 
mayor que el valor obtenido de las curvas correspondientes 
a 10s animales sin tratar. 
Para determinar si este corrimiento en la sensibilidad 
de la maquinaria esteroidoq&nica a la estimulacidn con LH 
- $ 
se debia a alqdn bloqueo posterior a la produccidn de AMPc, , . . 
se construyeron curvas de produccidn de.testosterona usando 
db-AMPc como aqente estimulante. En la fiqura 21 se 
observan 10s qrdf icos correspondientes a las curvas dosis 
Figura 21: Curvas dosis - respuesta para l a  produccit~n de 
testosterona en ck lu las  controles ( I) y resensibi  1 izadas 
(a). 
respuesta de cdlulas controles v provenientes de animales 
tratados con dos dosis de hCG (resensibilizados). De estas 
dos curvas se infiere que la sensibilidad es la misma para 
los dos orupos, siendo las ED50 respecto del db-AMPc 0,40 + 
0,23 mM (n = 3)  para el control y 0,41 2 0,16 mM para el 
tratado. Esto demostr6 que la estimulacidn con db-AMPc fue 
capaz de inducir una respuesta esteroidog&nica en las 
c&lulas resensibilizadas iqual a la de 10s controles, en 
cuanto a la maqnitud v la sensibilidad. 
entonces 1 a reversidn de 10s bl oqueos enz i mdti cos 
,. 
^ producidos por la primera dosis de hCG. Estos resultadas 
ii 
' auqieren ademds que el AMPc podr ia sequir ejerciendo un 
papel de segundo mensaiero en el estado resensibilizado. 
La confirmacidn de esta hipdtesis se obtuvo mediante 
el estudio de la ocupacidn de 10s sitios de uni3n 
int~acelulares para AMPc durante la estimulacidn con LH "in 
vitro". Para ello, la5 cdlulas de Leydiq provenientes de '< 
. F  
ani ma1 es control es o resensi bi 1 i z ado5 se i ncubaron con ; f I I 
diversas cantidades de hLH durante una hora. 
incubacidn se determinaron 10s sitios 
intracelulares libres para AMPc. Los resultados de este 
experiment0 se muestran en la figura 22. Tanto en la5 









Fiqura 22: Determinacidn de 10s sitios intracelulares para 
AMPc disponibles despuCs de la estimulacidn "in vitro" de 
las cdlulas controles ( 0  y resensibilizadas (m) con 
distintas cantidades de LH. 
cdlulas contrnles como en las resensibi 1 izadas hubo una 
ocupacidn de 10s sitios de uni3n para AMFc que 
correlacionb con la concentracidn de LH utilizada para la 
I estimulaci 617. Sin embarqo aqu i tambi &n 5e pudo observar que en las cklulas resensibi 1 iradas se requiere una mayor 
I concentracidn de qonadotrofina, en este caso para alcanzar 
I 10s mismos niveles de ocupacidn que en las cdlulas C 
controles. Se necesi td mds de 1 ng de hLH (10 ng en las 
, condiciones experimentales utilizadas) para obtener una 
I I ocupacidn signif icativa, mientras que en las controles la 
disminucidn de 105 sitios disponibles para AMFc se detect6 
I 21 -,' ' +-: ' con una concentracidn de LH de i nq. Este resultado 
I I reforzd la hipdtesis de un papel intermediario del 
nucledtido en la respuesta esteroidoq&nica de las cdlulas 
resensibi lizadas. 
La disminucidn de la sensibilidad a la qonadotrofina 
en 1 as c4lul as resensi bi 1 i zadas podr ia tener or i gen 
entonces en el bajo ndmero de receptores, lo que produciria 
cantidades muy pequefias de AMFc, no detectables por la 
t&cnica aqui utilizada. Un estado intermedio entre el 
control y el resensibilizado se puede obtener en las 
cClulas de Leydiq extraidas de testiculos de ratas 
invectadas con una sola dosis de hCG y sacrificadas cinco 
d ias despu&s. En este momento las c&lulas han recuperado 
. . 
parcialmente sus receptores y la respuesta esteroidoq4nica 
es normal. Las curvas dosis - respuesta de la fiqura 23 .fji - - 
'r ' 
muestran que a ese nl2mero intermedio de receptores le . ;' 
correspondid una sensibilidad tambi4n intermedia en la 
. . 
produccidn de testosterona frente a la estimulacidn con LH. 
Los ED50 en este experiment0 fueron 0,02: Q,09 y 0,3 ng 




invectados con una dosis de hCG cinco dias antes y 
: 4 
- .  
resensi bi l izados, respectivamente. 
Fiqura 23: Curvas dosis-respuesta para la produccidn de 
testosterona en c&lulas de Leydig provenientes de animales 
controles ) inyectados 5 di'as . antes ( A  y 
resensibilizados ( m ) .  
Dada la estrecha correlacidn existente entre el ndmero 
de receptores disponibles para LH y la sensibilidad de la 
respuesta desencadenada par la hormona. se estudiaron las 
causas que determinan la desaparicidn de 10s receptores 
despu&s de un tratamiento aqudo con hCG. Para el lo las*' 
cllulas de Levdig obtenidas de animales de 10s tres grupos 
experimentales " (controles, desensibilizados Y 
resensibilizados) se sometieron a1 tratamiento dcido para 
despeaar la hormona unida a la superficie celular y lueqo 
se determinaron 10s sitios de unidn para 1 2 5 1 - h ~ ~ .  En la 
fiqura 24 se observan 10s datos correspondientes a las 
uniones espec l f  icas cada lo6 ~Blulas en 10s tres qrupos, 
antes y despu&s del tratamiento dcido. 
receptores para LH totales fueron recuperables por el 
tratamiento dcido en las cGlulas desensibi 1 izadas, mientras 
que en las cdlulas resensibilitadas la desaparicl~n de 10s 
receptores fue prdcticamente total. Esto demuestra que una 
sola dosis de hCG no es suficiente para internalizar todos 
10s sitios de unidn, aunque 10s que quedan en la membrana 
se hallan ocupados por la gonadotrofina, tres dias despu&s 
Fiaura 24: Determinacidn de 105 sitios de unidn libres (a) 
v totales ( 1  para LH en cklulas control es, 
desensi bi 1 izadas y resensi bi 1 izadas. 
de la inyeccidn. En cambio, la segunda dosis provoca la 
desaparicidn de casi el 100% de 10s receptores para LH. 
Para estos estudios se utilizaron dos esquernas 
experirnentales. En el primera de ellos, las c&lulas de 
Leydiq purificadas se incubaron en M199 sin o con distintos 
agreqados y en presencia de I * ~ I - ~ L H  (aproxirnadamente 107 
cpm). En todds 105 casos se trabajd con tubos paralelos 
que contenian un exceso de hCG (1.000 UI) para el cdlculo 
de 1 as uni ones inespec if i cas. Las i ncubaci ones se 
realizaron durante 90 minutos a 4'C para minimizar 10s 
efectos de la internalizacidn y la deqradacibn. Despuds de 
esta preincubacidn y con el fin de eliminar la hormona 
1 ibre, las c&lul as se lavaron dos veces en fr io y se 
resuspendieron en M199 con o sin 10s distintos agregados. 
Una vez divididas en a1 lcuotas de 1 ml se pasaron a 34"C, 
temperatura- a la que se inccrbaron durante distintos 
tiempos. Finalizada la incubacifn, 10s tubos se pasaron e 
4°C y se centrifugaron. El medio sobrenadante se utilizd 
para la determinacidn de 10s productos de deqradacidn de la 
hormona marcada por precipitacidn con TCA. El precipitado 
c e l u l a r  s r  contd en un cantador de c e n t e l l e o  s d l i d o  y lueqo 
se t r a t d  con dcido, separdndose l a  hormona unida a  l a  
s u p e r f i c i e  de l a  i n te rna l i zada .  E l  nuevo p r e c i p i t a d o  se 
contd. 
Cada punto de l a  f i q u r a  25 representa e l  v a l o r  de l a s  
cuentas espec i f  i cas obteni  das por dupl  i cado en un 
experiment0 t i po .  In ic ia lmente ,  un 70% de l a  hormona pod ia  
e r  l i be rada  con e l  dcido, per0 l a  cant idad de hormona 
unida a  l a  super-f ' ic ie disminuyd con e l  tiempo. 
l a  curva muestra una c i nG t i ca  b i f d s i c a  con una componente 
de rdp ida  endoc i tos is  presente durante 10s d iez  pr imeros 
minutos y una sequnda etapa con una i n t e r n a l i z a c i d n  much0 
mds lenta.  Paralelamente hub0 un aumento en l a  hormona 
presente en e l  i n t e r i o r  de l a s  cClu las  que alcanzd un 
mdximo en t r e  10s 20 y 10s 40 minutos. Despuds de es te  
per iod0 l a  r a d i a c t i v i d a d  en e l  i n t e r i o r  comenzd a  
d isminu i r ,  l o  que c o i n c i d i d  con l a  apar ic idn,  despu4s de un 
pertodo de l a t e n c i a  de unos 20 minutos, de productos de l a  
deqradacidn hormonal. 
Control 1 
F '  ura 25: Cinc2ticas  d e  i n t e r n a l i z a c i h n  y deqradacidn d e  l a  
1a9~I-hLH e n  c C l u l a s  prenarcadas .  R a d i a c t i v i d a d  l i b e r a b l e  
por t r a t a m i e n t o  a c i d 0  (a,) ,  p r e s e n t e  en  el i n t e r i o r  c e l u l a r  
( 8  v producto  d e  l a  deqradaciftn hormonal ( . b - ) .  
k partir de 10s datos de este tipo de experiment05 se 
pueden cal cul ar a1 gunos pardmetros que descri ben 
cuantitativamente a1 sistema y permiten la comparacidn de 
distintos tratamientos. Para ello se postula un modelo 
simplificado que abarca, a qrandes rasqos, 10s procesos a 
10s que e5 sametida la hormona desde que las c4lulas 
previamente marcadas se colocan a 34°C: 
'. 
kd H + Fi' f---- ki s ---- kh 9 1 ---- 3 0 
d m d e  H es la hormona libre en el medio de incubacibn, S la 
:? unida a la superf icie celular, I la presente en el interior ' de la celvla y D 10s productos de degradaciim liberados a1 
medio. Las constantes cindticas definidas son kd de 
disociacidn, ke de endocitosis y kh  de hidr6lisis o 
deqradaci dn. Obvi amente estas constantes representan la 
suma de numerosos procesos que no fueron analizados 
individualmente y que enqloban fen6menos coma la aqreqacidn 
de receptores, el trdnsi to vesicular del comple,jo hormona 
receptor, el procesamiento del 1 iqando, el posible 
reciclado de las molGculas de membrana, la exocitosis de 
1 productos de degradacibn, etc.. En esta etapa de la 
investiqaci6n se tomaron en cuenta el pasaje de la hormona 
d e s d e  l a  s u p e r f i c i e  h a s t a  el i n t e r i o r  c e l u l a r  y l a  
d e q r a d a c i d n .  La d i s o c i a c i d n  n o  se c o n s i d e r 6  y a  que e n  10s 
t i e m p o s  Y l a s  c o n d i c i o n e s  u t i l i z a d a s  i n v o l u c r d  menbs d e l  4% 
d e l  t o t a l  d e  l a  hormona u n i d a  i n i c i a l m e n t e .  
A p a r t i r  d e  C 1 0 3  se puede  e s c r i b i r :  
Si , como se menci ond a n t e r i  o rmen te ,  
,J d e s p r e c  i a b l  e 
I n t e g r a n d a  1 1 1 1  e n t r e  t = O y t = t: 
l a  d i s o c i a c i d n  es 
L a  e c u a c i d n  1 1 2 3  c o r r e s p o n d e  a una  f u n c i d n  d e l  t i p o  
ex ponenc i a1 . S i n  embargo, p a r a  o b t e n e r  u n a  buena  
c o r r e l a c i d n  e n t r e  10s d a t o s  d e  l a  c u r v a  d e  hormona p r e s e n t e  
en  l a  s u p e r f i c i e  ( f i q u r a  25)  y u n a  e c u a c i d ~ n  coma l a  1 1 2 1  
hub0 q u e  d e s d o b l a r  l a  e x p r e s i d n  e n  d o 5  componentes :  
St  = S o l  e -kc?1k + 502 e -ke2t 
Median te  ei u s 0  d e  u n a  computadora  se a j u s t a r o n  l o s  
d a t o s e x p e r i m e n t a l e s  a l a  e c u a c i d n  C141. L o s  v a l o r e s  It;. c a l c u l a d o s .  r e s u l t a n t e s  d e  un promedio  d e  4 e x p e r i m e n t o s .  
. f i g u r a n  e n  l a  t a b l a  2. 
L .  * 
P a r a  l a  kh se puede  c o n s i d e r a r :  I ; $: I 1. vh = # -  kh I El51 




decaradados a una  f u n c i d n  p o t e n c i a l  y  se c a l c u l d  l a  d e r i v a d a  
p a r a  c a d a  t i e m p o  testa e q u i v a l e  a l a  v e l o c i d a d  d e  
h i d r d l i s i s  ( v h ) ) .  Con estos v a l o r e s  se c o n s t r u y d  l a  recta  
vh v e r s u s  I ,  c u y a  p e n d i e n t e  es l a  c o n s t a n t e  kh. E l  v a l o r  
o b t g n i d o ,  t amb i4n  promedi o d e  4 e x  p e r  i men t os 
i n d e p e n d i e n t e s ,  f u e  2,9 100~ mino' ( t a b l a  2). 
P o s t e r i o r m e n t e  se u t i l i z d  este modelo p a r a  a n a l i z a r  
10s e f e c t o s  d e  a l g u n a s  d r o g a s  s o b r e  l a  i n t e r n a l i z a c i d n  y  l a  
d e g r a d a c i d n  d e  l a  LH e n  c & l u l a s  d e  Leydig .  En l a  f  i g u r a  26 
se o b s e r v a  el e f e c t ~  que t u v o  una  p r e i n c u b a c i d n  d e  las  
c d l u l a s  a  34°C e n  p r e s e n c i a  d e  50 uH d e  c l o r o q u i n a .  E s t a  
p r e i n c u b a c i d n  se l l e v d  a c a b o  d u r a n t e  60 m i n u t o s ,  d e s p u d s  
I I I I I I I & 1 I 
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Figura 26: CinGticas de internalizacihn y deqradacidn de 
-lZsI-h~H en c4lulas de Leydig prernarcadas y tratadas con 
cloroquina (50 u M ) .  Superficie (0  1 interior (m) y 
deqradada ( A.). 
de 10s cuales 5e agreqd a las c41ulas la hormona marcada. 
Los pasos siguientes son iddnticos a 10s ya descriptos, 
salvo que, despugs de 10s lavados, las cdlulas fueron 
resuspendidas en M I 9 9  conteniendo 50 uM de cloroquina. 
Esta aqente 1isosomotrCpico no afectd a la curva de 
internalizacidn que resultb iqual a la de 10s controles, lo 
que 5e verificb mediante el cdlculo de las constantes 
(tabla 2). En cambio se observd una inhibicidn 
prdcticamente total de la degradacidn, con la 
a 
correspondi ente acumul acidn de radiactivi dad dentro de 1 a 
cilula. El efecto lisosomotrbpico de la cloroquina tambi&n 
se consique con NH4Cl. ~stos' experiment05 suqieren que la 
hormona .es degradada en lisosomas ya que tanto la 
cloroquina como el NH4Cl actdan a ese nivel. 
Para estudiar el papel de 105 microtkibulos en este 
sistema. las cdlulas se trataron como se describid mds 
arriba, per0 esta vez con lao6 M de colchicina. en luqar de 
la cloroquina. La colchicina es un conocido inhibidor de 
la actividad de 10s microtbbulos. En la fiqura 27 se 
observa una clara inhibicidn de la internalizacidn: durante 
10s 180 minutos analizados la hormona permanecid en la 
superf icie celular. La curva correspondiente a la 
100 8 I I I I I I rn I 
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Fiqura 27: CinQticas de internalizacihn y 
'=I-LH en cdlulas de Leydig premarcadas 
colchicina ( 1  u M ) .  Superf icie 1 
deqradada ( A ) . 
deqradacidn de la 
y tratadas con 
interior ( 0 )  y 
T a b l a  2 . -  n t e s  d e  i n t e r n a l  i z a c i 6 n  y degradacictn p a r a  
Consff5. 1 a I-LH e n  c k l u l a s  d e  Levdiq  s o m e t i d a s  a 
d i s t i n t o s  t r a t a m i e n t o s .  
T r a t a m i e n t o  
Contro l  
Cl oroqui  n a  
C o l c h i c i n a  
E s t o s  d a t o s  c o r r e s p o n d e n  a1 promedio  d e  l a s  c o n s t a n t e s  
o b t e n i d a s  d e  c u a t r o  e x p e r i m e n t 0 5  i n d e p e n d i e n t e s .  
deqadacidn muestra una pequeEa subida despuds de 10s 20 
minutos de latencia, per0 llega a una meseta a 10s 40. 
Esta aparicidn de productos deqradados correspondid a la 
hormona presente inicialmente o a fendmenos de pinocitosis 
inespec i f  icos. Luego, ante la falta de hormona en el 
interior de la cdlula no hub0 sustratos radiactivos para la 
. I '  
i deqradacidn. Dadas la caracteristica del efectode la 
. P 
colchicina de bloquear el primer paso de la internalizacidn 
. , no se pudieron en este cario calcular 1as constantes 
. . r 
I. cindticas. 
En el sequndo esquema utilizado se tom6 como tiempo 
cero el momento en que las cilulas, a 34"C, fueron puestas 
I I 
en contact* con la 125 I-LH. A 10s distintos tiempos 10s 
tubos conteniendo las c4lulas fueron procesados como en el 
esquema anterior. En estos ewperimentos, no pudo 
calcularse la deqradacidn especifica debido a que en el 
medio de incubacidn siempre estuvo presente la hormona 
marcada libre. La ventaja de este esquema es que permite 
analizar el comportamiento del sistema en un estado mds 
dindmico ya que la hormona se mantiene presente en el medio 
extracelular, lo que en principio es mds aproximado a1 
estado f isioldqico. Sin embargo, el tratamiento matemdtico 
de este mode10 es murho mds complejo ya que hay que tener 
en cuenta otros fendmenos como el de la asociacidn, la 
disociacihn, un posible reciclado de 10s receptores, etc.. 
Esto, sumado a la imposibi 1 idad de un cdlculo precis0 de la 
hormona deqradada, hace que el modelo sdlo pueda ser 
analizado cualitativamente. 
En la figura 28 se graficaron 10s datos de las 
cinkticas de internalizacidn y deqradacidn de la I*s I - ~ L H  
-gn c&lulas de Le%dig controles. FI diferencia del anterior, 
en este esquema la unidn a membranas partid de cero y subid 
hasta alcanzar una meseta alrededor de 10s 60 minutos. En 
muchos casos (ver fiqura 30) entre 10s 90 y 10s 120 minutos 
aparecid una nueva subida. Esto podria tener varias 
causas: reciclado, desenmascaramiento o s intesis de 10s 
receptores. La hormona presente en el interior tambikn 
partid de cero y alcanzd un mdximo entre 10s 40 y 10s 60 
minutos. ' PI partir de 1 comenzt~ a predominar la 
deqradacidn sobre la internalizacidn y, por lo tanto, la 
cantidad de hormona en el interior descendid hasta valores 
muy bajos en 10s que parece haber alcanzado un estado 
estacionario. En este esquema tambiGn se observ6 un 
per iodo de latencia de unos 20 minutos para la aparici6n de 
Fi ura 28: Cindticas de internalizacidn y degradacibn de la 
12gI-LH en celulas de Leydig. Superficie ( . I ,  interior 
( m y degradada ( A  ) . 
TIEMPO tmin 1 
lar productas de degradacidn. 
Cuando las c&lulas hab ;an sido preincubadas con 50 uM 
de cloroquina durante una hora, no se ve una inhibicihn tan 
clara de la degradaci~fin (fig~rra 29). Sin embargo, la 
pendiente de la curva de degradacidn fue mucho menor que la 
correspondiente a la de las cdlulas controles. Ademds hubo 
I una marcada acumulacidn de marca en el interior de las 
cGlulas (casi el doble que la presente en inembranas). De 
d 
esto se inf iere que 10s mecanismos de deqradacidn son 
,d 
inhibidos por la cloroquina y que lo que se determind cam0 
productos de hidrdlisis de la hormona eran en realidad 
valores inespecificos. 
En la fiqura 30 se observa la acumulaci6n de la 
hormona en la 'smperf icie celular, producida por el efecto 
de la preincubacidn de las cLlulas con 1 0 0 ~  M de 
colchicina. Esta acumulaci6n s e  puede interpretar como una 
consecuencia de la inhibicidn que produce la droga en el 
proceso de internal izacibn. En este experiment0 se v i d  
resaltada la segunda componente de asociacidn que se 
traduce en una subida de la curva de radiactividad en la 
membrana que aparece sobre la primer meseta a partir de 10s 







Fiqura 29: Cineticas de internalizacidn y degradacidn de la 
IZSI-LH en c&lulas de Leydig tratadas con cloroquina (50 
uM) . 
60 120 180 
TIEMPO ( m i d  
Figura 30: Ciniticas de internalizacidn y deqradacidn de la 
' a5  I-LH en cilulas de Leydig tratadas con cctlchicina ( 1  
uH) . 
'3  I 
I e. 
De estos experiment05 se puede concluir que las 
1 I ::. 
celulas de Leydiq son capaces de internalizar la LH unida a k-- . 
I: sus membranas y que este proceso de endocitosis es 
, 5 1 r n , ,  bif dsico. La primera componente af ectar ia a alrededor de 
C r 
I un I O X  de 10s receptores ocupados que serian rdpldamente 
I -b . , internalizados. Lueqo la internalizacic'tn seria lenta lo 
I 
I que explica que tres dias despu4s de una inyeccidn de hCG ! 
126 minutos. Par at ra  parte, la colchicina no parece haber 
afectado el proceso deqradativo ya que las pocas cuentas 
internalizadas desaparecieron y a 10s 120 minutos no hub0 
radiactividad en el interior. 
adn hava un porcentaje de 10s receptores ocupados por la 
hormona (figura 24). Este proceso de endocitosis requiere 
la participacidn de 10s microtCibulos. Finalmente 
hormona es deqradada a nivel de 1 isosomas y 10s productos 
de la hidrblisis son liberados a1 medio extracelular. 
En este punto se estudiaron 10s efectos de alqunas 
droqas sobre la respuesta esteroidoqdnica a la 
qonadotrofina con el fin de analizar 10s papelee del 
citoesqueleto, la internalitacidn y la deqradacidn en la 
respuesta cel ul ar . 
En la fiqura 31 se observan las curvas de produccidn 
de testosterona en funcihn de la concentracidn de hLH para 
cklulas controles y preincubadas con 50 uM de cloroquina. 
Se puede ver que no hubo diferencias siqnificativas en la 
respuesta mdxima ni en la sensibilidad a la hormona. Dado 
que se habia demostrado que la cloroquina inhibe la 
deqradacidn (fiq%ras 26 y 291, de estos resultados se 
infiere que no se requiere de la deqradacidn de la hormona 
para obtener una respuesta esteroidoq&nica normal. 
Cuando 5e probd con un depolimerizante 
microt13bulos, la colchicina, que como se vib es capaz de 
inhibir totalmente la internalizacidn de la qonadotrofina 
(figuras 27 y 301, se obtuvieron las curvas dosis - 
respuesta de la figura 32. En este grdfico se observa que, 
tanto para la produccidn de AMPc como de testosterona, las 
curvas dosis - respuesta para las c4lulas tratadas con 
colchicina son perf ectamente superponibles a 1 as 
correspondientes a las c4lulas controles. Esto implica que 
la estimulacidn de la AC y de la biostntesis de la 
i'i 
1 i 
Fiqura 31: Curvas dosis-respuesta de c&lulas controles to) 
y tratadas con cloroquina 50 uM (b). 
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F i q u r a  32: C u r v a s  d o s i s - r e s p u e s t a  p a r a  l a  p r o d u c  
t e s t o s t e r o n a  ( A )  y AMPc (El d e  c G l u l a s  c o n t r o l  
t r a t a d a s  c o n  c o l c h i c i n a  1 uM ( t ) .  
testostersna es independiente de la internalizacihn de 
hormona y no requiere de la accidn de 10s microtcibulos. 
A esta altura 5e contemp16 la pasibilidad de que otro 
componente del ci toesqueleto, microf i lamentos, 
estuviera involucrado en la respuesta de las c4lulas de 
Leydig a la LH. Para estudiar esto la5 c4lulas se trataron 
con 10 uM de citocalasina B que es una droga 
depol imeritante de 10s microf i lamentos. Las cGlulas fueron 
lueqo estimulada% con distintas cantidades de hLH durante 4 
horas. En la f igura 33A se dibujaron las curvas dosis - 
respuesta para la produccidn de testosterona de c4lulas 
controles y tratadas con citocalasina B. En este caso no 
hub0 variacidn en la respuesta mdxima pero la citocalasina 
B pradu jo un corrimiento de la curva hacia la derecha. 
Esta disminucidn en la sensibilidad llevG a1 ED50 de 0,04 
nq de hLH/ml para las c4lulas controles a 0,88 nq de hLH/ml 
para las tratadas. Con el fin de ubicar el sitio de accidn 
de 10s microfilamentos en la secuencia disparada por la LH, 
en 10s mismos preparados se determind la praduccidn de 
AMPc. La fiqura 33B muestra la5 curvas dosis - respuesta 
correspondi entes. Se observa, aqui 
citocalasina B produjo un marcado corrimiento de la curva 
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Figura  35: (a) Curvas d o s i s - r e s p u e s t a  para  l a  produccidn d e  
t e s t o s t e r o n a  por c g l u l a s  d e  Leydiq c o n t y o l e s  ( $ )  y t r a t a d a s  
con c i t o c a l a s i n a  B 1 0  uM ( 0 1 .  (P) Curvas d o s i s  r e s p u e s t a  
para l a  produccidn d e  AflPc por c 4 l u l a s  c o n t r o l e s  (0) y 
t r a t a d a s  con  c i t o c a l a s i n a  B 1 0  uM ( $ 1 .  
h a c i a  l a  d e r e c h a .  Los  ED50 (0,(38 nqO hLH/ml p a r a  1as  
c & l u l a s  c o n t r o l e s  y 5 , 8  ng hLH/ml p a r a  l a s  t r a t a d a s )  
marcaron  u n a  d i f e r e n c i a  much0 mayor que l a  r e s u l t a n t e  en  l a  
r e s p u e s t a  a n d r o q & n i c a .  E s t o  estari 'a i n d i c a n d o  que l a  
c i  tocal asi n a  l a  r e s p u e s t a  
e s t e r o i d o q & n i c a  d e  l a s  c G l u l a s  d e  L e y d i q  a l a  LH se 
u b i c a r  ia a n i v e l  d e  l a  i n t e r a c c i 6 n  d e l  comple , jo  hormona - 
r e c e p t o r  con  l a  AC. P o r  otra  p a r t e ,  l a  e s t i m u l a c i d n  c o n  
db-&MPc n o  se v i 6  a f e c t a d a  p o r  l a  d r o q a ,  l o  q u e  conf  irmar i a  
8 
l a  i n t e r v e n c i d n  d e  10s m i c r o f i l a m e n t o s  e n  l a  a c t i v a c i d n  d e  
l a  AC p o r  hormonas .  
El estudio de la accidn de las qonadotrofinas a nivel 
nuclear se centrd fundamentalmente en el andlisis de una 
posible modulacidn de la actividad de tapoisomerasa I. En 
una primera etapa hub0 que caracterizar esta actividad que 
no hab ia sido descripta en c&lulas de Leydig. 
caracterizga&en de La tge~in~agrgsa 1 dg c&lulas de Leyd$.q 
La preparacihn de un extract0 total de cdlulas 
Leydig, con una concentracidn de 0,s M en NaC1, present6 
una actividad capaz de relajar a1 pldsmido superenrollado 
pEH 322. Esta actividad se detect& por la aparicidn de 
conf drmeros de re1 a jaci6n (topoisdmeros) en un qel 
agarosa 1% - 
Con el fin de ubicar intracelularmente la actividad de 
topoisomerasa I se obtuvieron distintos extractas a partir 
de cglulas de Leydiq aisladas y purificadas. Para ello se 
separaron 10s nt.icleos de la fracci6n soluble. Los n13cleos, 
purif icados por gradiente de sacarosa, se estrajeron con 
soluciones de distinta fuerza idnica (0,15; 0,2; 0-4; 0,6; 
0,8; 1; 1,s y 2M en NaC1). En la figura 34 se graficaron 
Fiqura 34: Actividades relativas de topoisomerasa I en 
funcidn de la concentracidn de NaCl utilizada para la 
preparacihn de 10s extractos nucleares. 
las actividades relativas de topoisomerasa I (expresadas 
como porcentaie de la maxima) en funcidn de la mol'aridad 
del En todos 10s casos 10s valores fueron 
normalizados por proteinas. Se observa que con 0,s M de 
NaCl se loqr6 estraer entre el 75 y el 80% de la actividad 
de topoisomerasa I. A esta fueria idnica se solubilizan 
las proteinas dGbilmente unidas a la cromatina. El maximo 
2 
de activi dad se obtuva extrayendo con cancentraci ones de 
NaCl entre 0,8 .y 1 M. En la fracci15n solctble, en,cambio, 
la actividad relajante, si bien estuvo presente, fue 
minoritaria respecto de la nuclear. Esta actividad podria 
incluso deberse a pkrdidas de la eniima nuclear por rotura 
de 10s n13cleos durante su procesamiento. 
La actividad relajante analizada en estas cClulas no 
requirih M g t +  ni ATP. 
Para determinar el efecto que pudiera-tener la hormona 
luteiniiante subre la actividad de topoisomerasa I se 
utiliiaron das enfoques. El primer0 de ellos apunt4 a 
revel ar alcadn cambio agudo en la enzima por estimulacidn 
con la hormona. Para ello se incubaron c&lulas de Leydiq, 
aisladas y purificadas. en presencia de hLH ( 5  nq) o 
db-AMPc ( 1  mM) durante distintos tiempos (entre O y 6 
horas). A1 finalizar la incubaci6n. se comprobd la accidn 
de la hormona Y del db-AMPc determinando en 10s medias de 
incubacidn las concentraciones de AMPc y/o de testosterona 
(tabla S)  respectivamente. A partir de las cdlulas 
previ amente i ncubadas. se purificaron ndcleos y la 
d 
cromatina se extra jo con TEM 0,s. En estos extractos se 
determinaron 1 as activi dades relajantes, normal i zadas por 
cantidad de proteinas. En la f iqura 35 se ve que no hubo 
vari aci ones si gni f i cati vas en 1 a acti vi dad de topoi somerasa 
I hasta las seis horas de incubacidn en presencia de la 
qonadotrofina. Tampoco se pudieron detectar diferencias 
cuando la actividad se determind en extractos totales de 
las celulas de Leydiq incubadas en las mismas condiciones. 
En la tabla 3 5e asentaron la5 actividades especificas de 
10s extractos nucleares. 
Cuando el mismo tipo de andlisis se realizd sobre 
cdlulas estimuladas con db-AMPc, pese a obtener una buena 
respuesta esteroidoq&nica, no hubo cambios en las Y, 
Fisura 35: Gel de agarosa para la determinacidn de la 
actividad de topoisomerasa I en extractos nucleares (TEM 
0 . 5 )  de cGlulas de Leydiq incubadas en presencia de 9 nq de 
hLH durante 0, 20, 40, 60, 120 y 240 minutos (carriles 1 a 
6. respecti vamente) . 
Tabla 3.- Act iv idad  de topoisomerasa I y produccibn de t e s t o s  
t e r o n a  y AMPc por c g l u l a s  de Leydig despuks de 
d i s t i n t o s  tiempos de incubacibn con hLH. 
Incubation con hLH (rninutos) 
Act iv idad nuc lear  de 
topoi  somerasa I (uni  d 
des/ma proteins) x 10 9 
Testosterona ( n p / l d  = & I .  1.3  2.5  
actividades totales o nucleares de topoisomerasa I. Es 
interesante destacar la reproducibilidad obtenida en la 
extraccidln v la determinacidn de la actividad de 
topoisomerasa I (fiqura 35) pese a que se partid de qrupos 
de c&lul as di stintos. 
Con el +in de analizar la posibilidad de un efecto a 
largo plaro de las gonadotrofinas sobre la topoisomerasa I 
C de ceilulas de Levdiq, el enfoque utilizado consisti6 en 
tratar 10s animales con hCG "in viva". Las ratas. por lo 
menos dos por lote. fueron invectadas con una dosis 
desensibil izante de hCG (200 UI) v sacrif icadas distintos 
tiempos despugs del tratamiento. De cada rata. 
extrajeron 10s testiculos y se purificaron cGlulas de 
Levdi~ purificadas. Por otro lado, se verific6 la accidn 
de la hormona a trav6s de 10s niveles de testosterona 
s6rica (tabla 4). Las cGlulas de Levdiq se fraccionaron 
seqdn el esquema de la fiqura 1 v se determind la actividad 
de relaiacidn del plAsmido pbH 322 en 10s extractos 
nuc 1 ear es. 
En la fiaura 36 se muestra el qel de aqarosa 
correspondiente a un experiment0 representative. En este 
gel se determinaron las actividades de topoisomerasa I de 
Fiqura 36: Gel de agarosa para la determinacidn de la 
actividad de topoisnmerasa I de extractos nurleares (TEM 
0.51 obtenidos 0, 12, 24 Y 48 horas despuks de la inyeccidn 
de 200 UI de hCD (carriles 2 a 9, respectivamente). Carril 
1: pldsmido pBH 322 superenrollado. 
extractos nucleares obtenidos 0, 12, 24 v 48 horas despu4s 
del tratamiento con aonadotrof ina (carriles 2 a1 5). 
48 horas despu&s de la inyeccihn con hCG se viC una marcada 
estimulacit~n de la topoisomerasa I. For otro lado. 
detectaron cambios siqnificativos en la actividad 
topoisomerasa I a 10s 45 minutos o a las 4 horas despu&s de 
la inveccihn (tabla 4). Este bltimo . resultado 
concordante con 10s experimentos anteriores, realizados 
mediante estimulaciones "in vitro", en 10s cuales la LH no 
produ i o  variaciones en la actividad nuclear de 
topoi somerasa I durante 
estimulacibn. 
pri meras horas de 
En esta etapa se estudid la posibilidad de que 10s 
efectos de la hormona sobre la enzima presentaran algdn 
tip0 de selectividad respecto de las distintas fracciones 
subcel ul ares. Para este f i n  las cglulas de Leydiq 
estimuladas "in vitro" o "in vivo" se fraccionaron seqbn el 
esquema descripto en materiales y mgtodos (fiqura 1) .  La 
actividad de topoisomerasa I se midih entonces en 10s 
Tabla 4.- Hctividad de topoisomerasa I en c&lulas de Levdiq 
v testosterana sdrica de ratas invectadas can hCG 
Tiempo despugs de la 
invecci6n (horas) 
Topoi somerasa I (uni d. / 
ms protein) x 1 0 3  J 11.6 13.2 12.1 
Testosterona 
Serica (nq/i00 ml) 
ex t rac tos  nucleares obtenidos con d i s t i n t a s  fuerzas i dn i cas  
y en e l  c i  t o so l .  Esta 13lt ima f r acc i dn  se denornind c i  t oso l  
va que se determind previarnente que una vez 
u l t r acen t r i f uaada  (105.000 x q durante 30 minutos) en t r e  e l  
95 v e l  100% de l a  ac t i v i dad  enzimdt ica se recuperd en e l  
sobrenadante. 
i' En l a  f i q u r a  37 se muestran 10s product05 de l a  
reacc idn enzimdt ica de ex t rac tos  nucleares (0 .5  M de NaC1) 
de c& lu l as  provenientes de animales con t r o l es  ( c a r r i l  1 ) .  e 
7 invectados con hCG 24 y 48 horas antes ( c a r r i l e s  2 y .J 
respectivamente) . Se ve aqu i nuevamente l a  e s t i  mu1 ac i  bn 
induclda por  e l  t ratarniento con qonadotrof ina. Cuando se 
obtuv ieron ex t rac tos  con TEM 1 a p a r t i r  de 10s n6cleos ya 
eetrai 'dos con TEM O,3, 5e observa que e l  t ra tamien to  no 
produce ninquna modif i c a c i d n  en a c t i v i d a d  
topoisornerasa I de es ta  f r a c c i b n  ( f i g u r a  37, c a r r i l e s  2 a1 
4 ) .  Se d i s t i nqu ie ron  as; dos ac t i v idades  nucleares de 
topoisornerasa I, una suscep t ib le  de ser modulada por  e l  
t ra tamiento  hormonal, mientras que l a  o t ra ,  m6s f irmemente 
unida a l a  cromatina. no es mod i f i cab le  por  l a  hormona. 
F i q u r a  37: G e l  d e  a g a r o s a  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i G n  d e  l a  
a c t i v i d a d  d e  t o p o i s o m e r a s a  I e n  ( A )  e x t r a c t o s  n u c l e a r e s  
(']-EM 0 . 5 )  v (B) e x t r a c t o s  n u c l e a r e s  (TEM 1 1 ,  O (carr i les  1 
v 5). 24 ( c a r r i l e s  2 v 6) y 48 ( carr i l e s  3 y 7) h o r a s  
d e s p u &  de l a  i n v e c c i d ~ n  d e  2U(:) UI d e  hCG. C a r r i l  4: pBR 
322 s u p e r e n r o l  1  a d o .  
'fa se habCa visto que la LH no era capaz de modi+icar 
la actividad nuclear de topoisomerasa I en ckl~tlars de 
Levdis en suspensihn (fiqura 35). En otro experimento, 
tambi &n real i %ado con cblul a5 en suspensi 6n estimuladas con 
LH "in vitro", se estudid la actividad de topoisomerasa 
presente en el citosol. La fiqura 38 muestra el resultado 
,, de la medicidn de la actividad enzimdtica en la fraccibn 
soluble de c&lulas de Leydiq incubadas en presencia de hLH 
( 5  nq) durante 0, 20, 40, 60, i20 y 240 minutos Icarriles 1 
a1 6, respectivamente). Se observa que despues de cuatro 
horas de estimulacidn con la gonadotrofina hubo un ligero 
increment0 en la actividad de topoisomerasa I de esta 
fraccibn (carriles 5 v 6). 
En la f iqura 39 se observa un qel de agarosa 
correspondiente a la determinacibn de actividad soluble de 
topoisomerasa I de cdlulas de Leydiq de. animales tratados 
con hCG. Los tiempos analizados fueron 0, 6, 24 y 48 
horas. Con este esquema se ve que hay una caida de la 
actividad citosdlica a las 24 y 48 horas, coincidente con 
la estimulacidn de la actividad medida en extractos 
nucleares (fiquras 36 y 5 7 ) .  
Fiaura 38; Gel de aqarosa para la determinacidn de la 
actividad de topoisomerasa I en citosol de c&lulas de 
Levdiq incubadas durante 0, 20, 40, 60, 120 y 240 minutos 
(carriles 1 a 6, respectivamente). Carril 7: pldsmido pBk 
322 superenrol 1 ado. 
Fiqura  39: G e l  d e  a o a r o s a  para  l a  deterrninacidn d e  l a  
a c t i v i d a d  d e  topa i somerasa  I e n  citosol d e  c & l u l a s  de 
Leydiq o b t e n i d a s  d e  a n i m a l e s  i n y e c t a d a s  0, 2, 6, 12, 24 y 
48 h o r a s  a n t e s  ( c a r r i l e s  1 a 6). C a r r i l  7: plAsmido pBR 
322 s u p e r e n r o l  1 ado. 
Estos eeper i mentos sugi eren que 1 a hnr mona 
luteinizante provocar i'a una estimulacidn secuencial de la 
actividad soluble y la nuclear de tapoisomerasa I. sin 
afectar, por 10 menos en 10s tiempos estudiados, una 
tercera fraccidn que se hallaria mds internalizada en la 
cromatina. 
Uf 
Para analizar este punto se prepararon extractos 
totales de cdlulas de Leydig purif icadas. 
preparados se verificaron las presencias de la actividad de 
topoisarnerasa I y la capacidad de unidn de AMPc a 
fracciones proteicas. Despu&s de preincubar 10s extractos 
durante 20 minutos en presencia o en ausencia de 1 mM AMPc 
se estudd la cindtica de la actividade de topoisomerssa I 
en 10s mismos. La figura 40 muestra camo, para 10s 
distintos tiempos de incubacidn estudiados, siempre es 
mayor la cantidad de pldsmido relajado por el extract0 
preincubado con AMPc que por el control. Otros nucledtidos 
como el GMPc o el ATP no presentan ninqdn efecto sobre la 
actividad enzimdtica de estos extractos. 
AMPc 
Fiqura 40: Gel de aqarosa para la determinacidn de la 
cinGtica de la actividad de topoisomerasa I en extractos 
totales de c&lulas de teydiq preincubados durante 20 
minutos en presencia ( + I  o en ausencia (-) de AMPc 1 mfl .  
Los tiempos estudiados fueron 5 (carriles 7 y 8 ) .  10 
(carriles 5 Y 6). 15 (carriles 3 y 4) y 30 icarriles 1 y 2) 
minutos. Carril 9: pldsmido pEH 322 superenrollado. 
Cuando el e x t r a c t o  to t a l .  p r e v i a m e n t e  esti mu1 a d o  con  
AMPc, f u e  t r a t a d o  con  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  d u r a n t e  10 m i n u t o s  
a 3 4 ° C  se o b s e r v C  una c l a r a  i n h i b i c i d n  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  
re la  iacidan. i n c l u s i v e  l l e v d n d o l a  a n i v e l e s  menores  q u e  l o s  
d e l  extracto  c o n t r o l  ( f i q u r a  416). Por  o t ro  l a d o  el AMPc 
f u e  i n c a p a z  d e  m o d i f i c a r  l a  a c t i v i d a d  d e  t o p o i s o m e r a s a  I d e  
e x t r a c t 0 5  n u c l e a r e s .  Ademds l a  p r e s e n c i a  d e  un i n h i b i d o r  
d e  l a  PK d e p e n d i e n t e  d e  AMPc d u r a n t e  la p r e i n c u b a c i d n  con  
AMPc i m p i d i d  l a  ~ s t i m u l a c i l 5 n  d e s c r i p t a  ( f i g u r a  41E). 
Todos estos d a t o s  s u q i e r e n  un mecanismo 
f o s f o r i l a c i d n ,  e n  el q u e  i n t e r v e n d r i a  la PK d e p e n d i e n t e  d e  
UMPc. como mediador  d e  l a  e s t i m u l a c i d n  d e  l a  t o p o i s o m e r a s a  
I por  hormonas p r o t e i c a s .  
am- 
F i ~ u r a  41: Gel de aqarosa para la determinacidn de la 
actividad de topoisomerasa I en: A.- extractos totales 
preincubados durante 20 minutos en presencia de AMPc y 
lueqo incubados 10 minutos con ( + I  y sin - fosfatasa 
alcal ina; B. - extractos totales preinc~ibados durante 20 
minutos en presencia (carriles 6 y 43 o ausencia (carril 5 )  
de AMPc v con (carril 4) o sin (carriles 9 y 6). Carriles 
3 v 7: pldsmido pBR 322 superenrollado. 
DISCUS I ON 
La accidn de las hormonas proteicas en sus c&lulas 
blanco lleva implicita una serie de etapas que van desde el 
reconocimiento de la hormona hasta la activacidn de genes 
esoec i+icos. En este estudio se ha intentado aclarar 
d 
alpunos de estos pasos utilizando como modelo la accidn de 
LH sobre las cblulas de Levdiq del test iculo. La 
qonadotrofina tiene en estas c'blulas dos tipos de efectos: 
alounos - son auudos y tienen como principal fin 
estimulaci6n de la biosintesis y la secrecibn de andrdgenus 
v otros, de indole trbfica indispensables para el 
mantenimiento de este tejido esteroidog&nico. Esto hace 
del mode10 un sistema interesante para el estudio de 10s 
diversos mecanismoi disparados por la accidn de una hormona 
proteica. 
Es bien conocido el papel fundamental que desarrollan 
10s receptores en la acci6n hormonal. Tanto 10s receptores 
citoplasmdticos como 10s de membrana presentan propiedades 
d e  r e c o n o c i m i e n t o  d e  l a  hormona p o r  un l a d o  v  d e  a c t i v a c i d n  
d e  l a  r e s p u e s t a  c e l u l a r  p o r  el otro.  E s t a  d u a l i d a d  pone  d e  
m a n i f i e s t o  el c a r d c t e r  d e  e s l a b d n  e s e n c i a l  d e  un r e c e p t o r  
en  l a  serie d e  fendmenos q u e  d e s e n c a d e n a  una  hormona. La 
p r i m e r a  p a r t e  d e  e s t a  tesis se e n f o c d  en  el a n d l i s i s  d e  l a  
e t a p a  d e  r e c o n o c i m i e n t o  e n t r e  l a  hormona v s u  r e c e p t o r .  
La h e r r a m i e n t a  que p e r m i t i d  el d e s c u b r i m i e n t o  d e  105 
r e c e p t o r e s  hormonales  Y que 5e h a  t r a n s f o r m a d o  e n  l a  
fundamen ta l  e n  e.1 e s t u d i o  d e  l a  i n t e r a c c i d n  hormona - 
r e c e p t o r  es el u s 0  d e  l i a a n d o s  marcados  r a d i a c t i v a m e n t e .  
A $ P a r a  o b t e n e r  d a t o s  r e p r o d u c i b l e s  y q u e  puedan ser 
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comparados p o r  d i s t i n t o s  l a b o r a t o r i o s  es n e c e s a r i o  c o n o c e r  
l a  a c t i v i d a d  e s p e c  i f  i c a  d e l  compues to  r a d i a c t i v o .  H a s t a  
a h o r a .  l a  mavor i a  d e  1 0 s .  l a b o r a t o r i o s  o b t e n i a n  el d a t o  d e  
l a  a c t i v i d a d  e s p e c  i f  i ca  d e  l a s  hormonas p e p t  i d i c a s .  
marcadas  con  i o d o  r a d i a c t i v o .  a p a r t i r  d e  10s p a s o s  d e  
p u r i  f i caci dn d e l  1  i q a n d o  iodado .  S i n  embargo, ese mGtodo 
s u e l e  acarrear errores porque ,  como h a  s i d o  d e m o s t r a d o  p o r  
C r e s t o  Y c o l  . (206). el p r o c e s o  d e  i o d a c i d n  puede  d a r  
p r o t e i n a s  monoiodadas asi' como m o l 4 c u l a s  c o n  d o s  o s i n  
n inqdn  iodo .  La a c t i v i d a d  e s p e c  i f  ica a s  i' o b t e n i d a  
c o r r e s p o n d e ,  e n t o n c e s ,  a un promedio  d e  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  
q u e  no  p r e s e n t a n  l a  m i s m a  a c t i v i d a d  b i o l 6 q i c a .  Adem6s. se 
comprob6 (207,208) q u e  l a  i o d a c i h n  d e  hormonas como l a  LH 
produce  u n a  v a r i e d a d  d e  compues tos  marcados  ademds d e  l a  
hormona. A estas i n c o n v e n i e n t e s  se suma el hecho  q u e ,  
d a d o s  10s fen6menos d e  r a d i o l i s i s  v t r a n s c u r r i d o  un cier to  
t i e m p o  d e s p u 4 s  d e l  c d l c u l o  i n i c i a l  d e  l a  a c t i v i d a d  
e spec i ' f  ica ,  v a  no  b a s t a  una  c o r r e c c i d n  p o r  d e c a i m i e n t o  d e l  
r a d i o i s 6 t o p o  p a r a  o b t e n e r  un v a l o r  correct0 i209). 
, P a r a  obtender un v a l o r  d e  a c t i v i d a d  e s p e c  i f  ica m d s  
real is ta .  ot ros  a u t o r e s  (210 ,211)  han  u t i l i z a d o  una  t & c n i c a  
d e  a u t o d e s p l a z a m i e n t o .  En es tos  casos se asume q u e  l a  masa 
d e l  t r a z a d o r  e n  l a  s o l u c i d n  r a d i a c t i v a  es i a u a l  a a q u e l l a  
q u e  p r e s e n t a  l a  misma r e l a c i 6 n  u n i d d l i b r e  (B/F) q u e  l a  
hormona f r  Ca e n  un q r a f i c o  d e  B/F v e r s u s  loq Cmasa ( n s )  de  
hormona f r  Ca o volumen ( u l )  d e  s o l u c i d n  d e  hormona 
marcada l .  E s t a  s u p o s i c i 6 n  es v d l i d a  s i e m p r e  v  cuando  l a  
masa d e l  t r a z a d o r  sea d e s p r e c i a b l e  f r e n t e  a l a  hormona f r i a  
ag regada .  como r e s u l  t a  d e  1 os e s t u d i  os a q u  i  p r e s e n t a d o s .  
En este t r a b a j o  se m o d i f i c 6  l a  t k c n i c a  v se l a  
comple td  con  el f i n  d e  h a c e r l a  a p l i c a b l e  a c u a l q u i e r  
l i q a n d o  p a r a  el c u a l  se c u e n t e  con  un a c e p t o r .  Se 
intraduio con ese fin el concept0 de mdxima capacidad 
un m&todo para su determinacidn. Esta tecnica es 
especialmente htil en el caso de las hormonas proteicas 
para las que 10s m4todos de marcacidn son bastante 
inespec i f i cos v aqresivos. lo que suele a+ectar 
profundamente la actividad bioldaica de la hormona marcada. 
Uti 1 izanda esta tGcnica 10s valores de actividad espec if ica 
fl 
se obtienen justamente a partir de la actividad bioldaica 
caue se desea estudiar (en este caso 
receptor). Podria tambi&n aplicarse determinando las 
respuestas bioldqicas de c&lulas enteras. 
Una vez desarroll ada la ticnica de autodesplaramiento 
se pudo entonces encarar el estudio de la .interaccidn 
hormona - receptor. La primera etapa consistid en analizar 
la asociacidn del liqando a1 receptor. Para poder calcular 
las constantes cindticas de asociacidn se tuvo en cuenta no 
sGlo la hormona peaada a la superficie de la cdlula sin0 
tambiGn aquel la que. a cada tiempo, hubiera sido 
internalizada v dearadada. De este mod0 se tendria un 
panorama de la unidn de la hormona a sus receptores en 
condiciones mds parecidas a las f isioldaicas. A1 
realizarse la unidn en c6lulas enteras se permite que se 
lleve a cabo el ~rocesamiento completo de la hormona. con 
las rnoditicaciones que esto puede acarrear sobre la primera 
interacci15n de la hormona con la membrana plasmatica. 
Utilizando esta aproximacidn se calculd la enersia de 
activacidn del proceso de asociacidn. El valor de 12,4 
kcal/mol indica que esta reaccihn es muv rdpida va que la 
barrera enerqktica a superar e5 baia. Esto, junto a la 
alta &inidad. parece ser una caracteristica importante del 
reconocimiento hormona - receptor va que permite que muy 
d 
pequefias concentraciones del liaando sean capaces de 
desencadenar respuestas rdpidas como es el caso de la 
esti mu1 aci dn esteroidoqeinica en 1 as c&lul a5 de Levdi q. 
El estudio de la disociacidn, llevado a cabo sobre 
membranas de testiculo (fici. 91, revel6 la presencia de 
dos componentes cinkticos distintos. Durante 10s primeros 
10  d 15 minutos iniciales, a 34"C, hav una disociacidn 
rdpida sequida por un proceso muy lento. Utln despugs de 
tres horas. un 50% de la hormona permanece unida a la 
membrana. Esto plantea bdsicamente tres opciones: 1) la 
formaci6n de aqreqados de receptores, previa a la 
internalizacidn, lo que disminuiria la reversibilidad de la 
reaccidn (105) : 2) la presencia de dos tipos de sitios de 
u n i d n ,  nunca  dernostrada p e r o  s i  s u q e r i d a  
a p a r i c i d n  d e  nuevos  r e c e p t o r e s .  
Un a n d l i s i s  en  el e q u i l i b r i o  seatin S c a t c h a r d  p r e s e n t d  
un a r a f i c o  curvo .  D e s c a r t a d a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  un fendmeno 
d e  c o o p e r a t i  v idad  n e p a t i  v a  p a r  el e x p e r i  mento d e  
d i s o c i a c i c ~ n .  se puede  i n f e r i r  l a  e x i s t e n c i a  d e  d o s  t i p o s  d e  
r e c e p t o r e s :  uno d e  a l t a  a f i n i d a d  v b a i a  c a p a c i d a d  v o t ro  d e  
b a i a  a f i n i d a d  v una c a p a c i d a d  moderada.  Es d e  n o t a r  q u e  el 
v a l o r  ha1  1 a d o  p a r a  l a  p r i  mera c o n s t a n t e  d e  a f  l n i d a d '  estd d e  
a c u e r d o  con  el e n c o n t r a d o  e n  l a  l i t e r a t u r a  (210). Es muv 
p r o b a b l e  q u e  el u s o  d e  una  hormona marcada  con  a l t a  
a c t i v i d a d  e s p e c  i'f i ca  imp ida  v e r  el sequndo  s i t i o .  
Genera lmen te  se puede  e n c o n t r a r  e n  l a  l i t e r a t u u a  q u e  l a  
a c t i v i d a d  e s p e c i ' f i c a  u t i l i z a d a  e s t d  a l r e d e d o r  d e  1 0 s  40-50 
uCi/uo. .  En este c a s o  se u t i l i z d  una  hormona q u e  pose i ' a  una  
a c t i v i d a d  e s p e c  i f  i c a  d e  2,84 uCi/ug.  con  10 q u e  se pudo 
aumentar  l a  c a n t i d a d  d e  r a d i a c t i v i d a d  a a r e q a n d o  s u f i c i e n t e  
c a n t i d a d  d e  hormona +r ia .  
La p o s i b i l i d a d  d e  un desenmasca ramien to  d e  r e c e p t o r e s  
e s t d  a v a l a d a  p o r  una  serie d e  o b s e r v a c i o n e s .  Y a  se 
mencionc~ q u e  e x i s t e  una  r e q u l a c i d n  p o s i t i v a  i n i c i a l  d e  10s 
receptores (102.104) que no depende de l a  s i n t e s i s  de 
prote inas (105). AdernAs, recientemente se han presentado 
evidencias de l a  ex is tenc ia  de poblaciones enmascaradas de 
receptores para qonadotrofinas en e l  cuerpo l t i t eo  (214). 
apar i c i  6n de estos receptores parece es tar  
c o r r e l  ac i  onada con procesos de modul ac i  6n de 1 a f 1 u i  dez 
l a  membrana (215). Este fenbmeno, como l a  i r r e v e r s i b i l i d a d  
de l a  unidn de l  l ioando a1 receptor,  podr i a  es tar  
relacionado con l a  terminacidn de l a  accidn hormonal y 
K 
f avorecer procesamientos pos te r io res  de l  comple jo hormona - 
receptor. i n c l u s i v e  e l  rec ic lado  del  receptor  (96). 
experimentos de in te rna l i zac ' i dn  tambi4n 5e manif i e s t a  l a  
presencia. de dos t i p o s  de receptores. En es te  caso se 
di ferenc ian por l a s  d i s t i n t a s  velacidades con que son 
endoci tados. Estb l l e v 6  a d e f i n i r  dos constantes de 
i n te rna l  i i a c i 6 n .  Sin embarqo es to  parece ser independiente 
de un pos ib l e  rec ic lado  de 10s receptores ya que, en 10s 
experimentos con colchic ina.  en 10s que l a  endoc i tos is  es td  
fuertemente inh ib ida.  se observa una marcada subida en l a  
curva de unidn a l a  membrana, alrededor de 10s 90 minutos 
(+ ia .  30). Es probable entonces que, en l a  s i t uac idn  
f i s i o l d q i c a  ( f i q .  25 y 28) 10s fendmenos de requlac idn 
posi tiva v de internalizaridn tiendan a compensarse. 
Cuando se estudid hasta qu6 punto la internalizacidn 
era responsable de la desaparicidn de los receptores en las 
cglulas desensibilizadas, se vi6 Cfiq 24) que 72 horas 
despu6s de la inveccidn de 200 UI de hCG un 35% de 10s 
sitios de unidn oriqinales se hallaban adn en la membrana, 
c aunque ocupados. $1510 una segunda dosis de qonadotrofina 
f ue capar de el iminar casi todos 10s receptores de la 
superf i cie. ~ s t o s  resul tados concuerdan con 10s d.e otros 
autores (216) que demostraron, mediante tdcnicas 
inmunohistoquimicas, que la unidn de la hCG a cGlulas de 
Leydig porcinas, en cultivo, tiende a ser irreversible v 
que la desaparicidn del complejo hormona - receptor de la 
superf icie es muy lenta. Otros experimentos, real izados 
"in vivo", indican la presencia del complejo hormona 
receptor en la superficie de las c4lulas de Levdig de rata 
hasta 48 horas despuGs de la inyeccidn de hCG (20,217,218). 
En alqunos de estos casos ( 2 l 6 ) ,  se ha probado que muchos 
de 10s complejos remanentes en la membrana son 10s 
ori~inales, lo que concuerda con la baja velocidad de 
disociacictn aqu I descripta. Esto parece descartar la 
pasibilidad de que la sintesis "de novo" o el reciclado de 
10s receptores sean la causa principal de la presencia de 
10s comple jos en la membrana. 
Es de esperar entonces que la velocidad de 
internal i zaci6n tenga un papel determinante en estos 
f endmenos. Los resul tados pvesentados aqu i indican una 
internalizacidn muy lenta de la LH en c4lulas de Leydiu. 
Pese a que un pequeiio porcentaje de la hormona unida a la 
membrana es rdpidamente endocitada. el resto presenta una 
velocidad de int%rnalizaci6n mucho menor. Estos resultados 
son concordantes con 10s derivados de estudios marfol6qicos 
tanto "in vivo" como "in vitro" en c4lulas luteales o de la 
oranulosa (217.88). Ahmed y col. (219) suoieren que, 
c4lulas luteales. 10s complejos hCG - receptor son 
internalirados mds rdpidamente que las demds proteinas de 
membrana. Sin embaroo. otros estudi os (220) demastraron 
que ciertas proteinas marcadas presentaban velocidades de 
internalizacibn hasta 100 veces menores que el resto de las 
proteinas de la membrana. Robinson v col. (221 
demostraron que el complejo hCG - receptor tiene una 
velocidad de internal izacidn. en c4lulas de la qranulosa, 
entre siete y nueve veces menor que la del promedio de la5 
proteinas de membrana. La constante de internalizacidn que 
se encontrh aau i para la LH en c4lulas de Levdiq es del 
mismo orden que la informada por Robinson Y ~ 0 1 . .  Estas 
baias velocidades podrian explicarse par una exclusidn 
selectiva de 10s comple jos hormona - receptor respecto de 
10s pozos recubiertos (88,222). Estos datos difieren, sin 
embarao. de 10s resultados obtenidos con cdlulas de Levdiq 
tumorales (110). lo que podria estar reflejando las 
; 
dif erencias entre las cGlulas normales y tumorales. 
Ex i sten numerosas evi denci as del 
% microttlbulos en 10s mecanismos de internal iracid~n (223). 
i I 
Los resultados de 10s experiment05 con colchicina (fiq. 27 
v SO) muestran que esta droga inhibe fuertemente la 
colchicina produce serias alteraciones en el sistema de 
microtcibulos. lo que indica que la endocitosis del comple,jo 
LH - receptor en estas cdlulas involucra la accidn de estos 
elementos del ci toesqueleto. Este resul tado, si bien 
nuevamente contradice 10s presentados por Ascoli en cklulas 
tumorales ( 1  10). ha sido recientemente conf irmado por 
estudios "in vivo" con esta droqa, asi' como con 
vinblastina. otro inhibidor de 10s microt~Jbulos (214). En 
otros sistemas, la colchic'ina impide la transferencia de la 
125~-prl internalizada a la fraccidn del Golgi, per0 no 
intertiere en la internalizacidn en si'. En las cklulas de 
Levdia en cambio, se demostrd aqui' que es la primera etapa, 
la de internalizacidn, la que se inhibe por accidn de la 
colchicina. Quedar ia adn por determinar si estos 
inhibidores de 10s microt6bulos interfieren en 10s pasos 
posteriores de procesamiento del comple jo hormona - 
receptor. Par lo pronto, ni la vinblastina ni la 
colchicina impiden el aurnento de 10s niveles de 
4 
testosterona plasmdtica despu&s de la inveccidn de hCG 
t214) .  como tampoco la colchicina es capaz de afectar la 
sensibil idad ni la magni tud d e  la respuesta esteroidoq4nica 
de c4lula.s de Leydiq en suspensidn (fiq. 32). Esto indica 
que la colchicina no presenta efectos tdxicos sobre las 
cglulas de Levdiq. Otra conclusidn interesante es que la 
accidn de 10s microtbbulos, fundamental para la 
internal i zaci dn, no es necesari a para una respuesta 
esteroidoqknica normal. 
Existe un consenso generalizado en que las hormonas 
pept idicas internalizadas por 1as c&lulas blanco son 
finalmente dearadadas en 105 lisosomas. La mayor parte de 
la5 evidencias son indirectas ya .que en general 10s 
productos de dearadacidn difunden y.por lo tanto. son muy 
difi'ciles de fiiar. Por eso ha sido de qran utilidad el 
uso de aaentes lisosomotrbpicos como la cloroquina y el 
NH El. En las cdlulas de Levdiq ni la cloroquina ( f  iq. 26 
v 29) ni el NH ,,C1 afectan a1 proceso de internalizacidn en 
i pero inhiben la aparicidn de productos de hidrdlisis de 
la hormona con la consecuente acumulacidn de marca 
radiactiva en el interior de las celulas. Estos resultados 
coinciden con 10s obtenidos por Ascoli y Puett en cklulas 
R 
tumorales 1 . 1 1 1  LOS resultados aqui presentados 
confirman la hiphtesis de que la hormona unida a las 
calulas de Levdiq, despu&s de 'ser endocitada, es deqradada 
en 10s -1isosomas v 10s productos de la hidrhlisis son 
1 iberados a1 medio extracelular. Este proceso de 
dearadacihn presenta un per iodo de latencia de unos veinte 
minutos lo que se podria explicar por el trdnsi to 
vesicular que requiere la hormona para llegar a 10s 
lisosomas (223). En las cGlulas tumorales. Ascoli (111 
encontrb que la cloroquina, en concentraciones similares a 
las usadas aqui, inhibe parcialmente la esteroidoq&nesis 
activada por qonadotrofinas. el experiment0 presentado en 
la f i ~ u r a  31 demuestra que la cloroquina no afecta la 
sensibilidad ni la respuesta mdxima de las c4lulas de 
Levdia a la LH. De esto se deduce tambikn que la 
dearadaci dn de LH no est6 relacionada con 
estero-do~&nesis estimulada por la hormona, hecho que 
tambi&n fue probado por Ascoli en su sistema (112) mediante 
otra estrateqia experimental. 
Se menciond que no es necesaria la intearidad de 10s 
I microtcibulos para obtener una respuesta esteroidog&nica 
normal. , En caibio. cuando se ensavd el efec.to de la 
citocalasina E, se vici que esta droqa depolirnerizante de 
*'  
i I 
microf ilamentos disminuve la sensibi lidad de la 
respuesta androqknica (fiqura 33) .  En la parte B de esa 
fiqdra se demuestra que esa inhibicidn es reflejo de una 
inhibicidn mucho mds marcada de la producci6n de AMPc 
estimulada por LH. Esto 1 leva a postular un papel de 10s 
microf ilamentos en la interaccidn receptor - AC. Exist ian 
evidencias de que la citocalasina b, asi  coma 10s 
anticuerpos anti-actina (principal componente de 10s 
microfilamentos). era capaz de evitar la estimulaci6n de la 
produccidn de AMPc por LH en ovario, sin afectar la uni6n 
de la hormona ( 2 2 5 ) .  Una de las explicaciones mds 
adecuadas para esto es que 10s microfilamentos intervienen 
en la movilidad lateral de 10s receptores, permitiendo asi 
la interaccidn con 10s demas componentes de la membrana, 
entre ellos la proteina N. Es interesante notar que. a1 
iqual que en el ovario (2251, en cGlulas de Levdig 10s 
microfilamentos v no 10s microt6bulos son 10s componentes 
del citoesqueleto relacionados con la activacidn de la AC 
mientras que en la mavor ia de 10s demds sistemas sucede lo 
contrario (226). Otro punto llamativo es que Hall v col. 
(227) encontraron en cdlulas de Leydig que 10s anticuerpos 
R 
anti-actina inhib Can la esteroidoq&nesis estimulada por LH 
pero no la produccidn de AMPc. Los autores postulan que el 
paso dependiente de 10s microf'ilamentos es el transporte de 
colesterol haci a 1 a mi tocondria. Esto deber ia ser probado 
de un mod0 m6s directo. pero abre la porjibilidad de que la 
citocalasina B tenqa un efecto tdxico sobre la actividad de 
la AC. 
El fendmeno de resensibilitacidn de las cklulas de 
Leydiq fue inicialmente descripto por Calvo (140). En sus 
trabaios, continuados lueqo en esta tesis, se observd que 
una inveccibn de hCG aplicada a animales previamente 
desensibilizados no loqraba inducir un nuevo ciclo de 
desensibi 1 izacidn. En este estado, el ndmero de receptores 
para LH permanece muv ba jo  ( f i q .  13 v 24) y, s i n  embarqo, 
10s t e s t  i culos son capaces de responder a l a  est imulacibn 
con l a  aonadotrofina con una produccidn de testosterona 
superior a l a  inducida por l a  hormona en t e s t  i cu los  de 
animales contro les ( f i q .  1 4  Ademds. l a  sequnda dos is  de 
hCG es capaz de acelerar l a  revers idn de 105 bloqueos 
, 
en i  i mati cos reve l  ados por 1 a acumul ac i  6n de productos 
intermediar ios de l a  esteroidoa6nesis. Abn s i e t e  d ias  
despu4s de l a  primera inyeccidn de hCG. una segunda .dosis 
no pudo volver  a desens ib i l i zar  l a s  c& lu las  de Leydiq ( f i q .  
1% v 1 Esto suqiere que, de alqthn modo, l a  primera 
. inveccidn de l a  hormona, ademds de desens ib i l i za r  a l a s  
\ 
c&lulas. provoca cambios perdurables en l a s  mismas. 
apar ic i6n de un segundo p i c0  en 10s valores basales de 
testosterona plasmdtica, ya mencionado pot- o t r o s  autores 
(114,229) permite postu lar  que a 10s t r e s  d ias  de l a  
administracidn de hCG, l a s  c4 lu l as  va estdn sal iendo de l  
estado de desens ib i l i iac i6n.  Esto se r e f l e j a  en 10s a l t o s  
valores basales de testosterona cuando se incuban 10s 
t e s t  i cu los  o l a s  cGlulas aialadas. La produccidn de l  
estero ide estar i 'a  mantenida por l a  hormona que, 72 horas 
despugs de la inyeccidn, permanece unida a la membrana 
celular If is.24). La sequnda inyeccidn, no 5610 no produce 
una nueva desensibiliracidn, sino que acelera la 
resensibi 1izaciGn de las cblulas. Estos resultados indican 
que la desensibilizacidn producida por una inveccidn de hCG 
es un evento temporal, lo que concuerda con 10s efectos de 
tratamientos crdnicos con gonadotrof inas en ratas (147,139) 
v en la experiencia cl inica (136,137). 
La demostrkcidn de que la inveccidn de hCG tenia 
efectos dis imi les en las actividades enzimdticas de tres 
poblaciones de cblulas de Leydig (147) llev6 a investigar 
el efecto de una segunda inyeccidn sobre esas poblaciones. 
En el fraccionamiento de las c&lulas obtenidas por 
tratamiento con colagenasa se distinguen cuatro bandas con 
capacidad de unir LH. La banda 0 estd constituida por 
restos celulares (143,230) y prdcticamente no responde a la 
gonadotrofina. Las bandas IA, I B  y I 1  corresponden a las 
descriptas por Payne y col. (i42). Se demostrd aqui' que, 
72 horas despuGs de la administracidn de una o dos dosis de 
hCG. prdcticamente no se detectan sitios de uniCn para LH 
en ninauna de las tres poblaciones. El estudio de la 
capacidad esteroidoq&nica de 10s distintos tip05 celulares 
mostr6 que todas las poblaciones son desensibilizadas por 
una dosis de 200 UI de hCG. 
i nvecci d m  
Por otro lado, la sequnda 
harmona induce el estado de 
resensibilizaci6n en todas las poblaciones. Esto se 
manif iesta por la reversihn de 10s bloqueos enzimdticos y 
la recuperaci6n de la respuesta esteroidoqbnica a 
estimulacidn "in vitro" con LH, pese a que existe una 
E 
marcada disminucidn de la sensibilidad. 
El comport'amiento homog4neo de las d'istintas 
5 poblaciones de cklulas de Levdiq frente a1 tratamiento con i"; 
a hCG estd de acuerdo con trabajos recientes de Aquilano y ! 
Dufau (230) y de Laws y col. (231) que, mediante ensavos 
morfoldqicos y bioquimicos, demostraron que la aparicidn de 
poblaciones mds livianas de c4lulas de Levdiq estd 
relacionada con la presencia de cdlulas sin nticleo o 
daiiadas. 
existencia 
En principio se descartaria entonces la 
de poblaciones de celulas de Leydig 
funcionalmente distinquibles, considerdndose inclusive que 
la separacidn f isica de estas poblaciones seria 
consecuencia de 10s dafios producidos sobre las cblulas 
durante su obtencidn. 
Una posible explicacidn para el 
resensi bi 1 izacidn se entronca con las canclusiones 
obtenidas por Hodqson y de Kretser (229). Estos autores 
enccrentran, como aqu i', que el estado desensibi 1 iiado 
producido por una inyeccidn de hCG no puede ser mantenido 
mediante nuevas administraciones de ponadotrofina. 
ausenci a 
relacionar con la 
nuevo perCodo refractario se puede 
acci 6n trdf i ca que ejerce 
gonadotrof ina sybre las cdlulas de Leydiq. Este tipo de 
accidn se refleia, por un lado, en un aumento del ntimero de 
cblulas en ratas adultas tratadas cr6nicamente con hCG 
o r  otra parte, ~ w i ' n ~  y Zirkin (232) demastraron 
una muv buena correlacidn entre el desarrollo del ret iculo 
endopldsmico y la f uncidn esteroidoq4nica. Sus estudios de 
microscopia electrdnica demostraron que uno de 10s efectos 
\ 
trdficos de la LH es la regulacihn de la biogknesis y el 
reciclado del ret iculo endopldsmico 1 iso. La primera 
inyeccidn de hCG disparar ia el desarrollo de una maquinaria 
esteroidoq6nica con una capacidad incrementada. Teniendo 
en cuenta que la5 enzimas involucradas en la conversidn de 
pregnenolona a testosterona se encuentran principalmente en 
el reticulo endopldsmico, esta nueva maquinaria seria 
rsponsable de la reversidn de 10s bloqueos enzimdticos de 
1 a esteroi dogknesi s, ace1 erada por 1 a sequnda dosi s. 
Un hecho interesante es que, como se ve en las fisuras 
14 v 16, la respuesta en testusterona de las celulas 
resensi bi 1 izadas no estd asociada a un aumento 
sianificativo de la praduccidn de AMPc. Surqid entonces el 
; interroaante sabre el papel del AHPc en la respuesta a la 
LH de las c&lulas resensibilizadas. Para determinar si el 
estimulo de la produccidn de testosterona est6 o no mediado 
por GMPc se trabajd con c&lulas de Leydiq totales en virtud 
de lo mencionado anteriormente. Cuando se midid la 
produccihn de testosterona de las cGlulas de Leydiq 
resensibilizadas en funcidn de la concentracidn de hLH, se 
observd un marcado corri mi ento hacia mayores 
concentraciones de la curva dosis - respuesta para estas 
cGlulas respecto de las corr-espondientes a las cglulas 
controles (fiq 20). En este punto fue interesante 
investiqar si exist ia alquna relacidn entre la disminucidn 
en la sensibilidad y la baja produccidn de AMPc. La 
realizacidn de curvas de produccidn de testosterona en 
funcibn de la concentracidn de db-AMPc mostrd que no hay 
diferencias en la sensibilidad entre las cGlulas controles 
v resensibilizadas cuando son estimuladas por el 
nucledtido. Esto indicaria que el GMPc puede ser mediador 
de la respuesta esteroidog&nica a la gonadotrofina en el 
estado resensibilizado. Los cambios encontrados en la 
sensibi 1 idad ser ian debidos, entonces, a alteraciones 
previas a la activacidn de la PK. 
Por otra parte. la ocupacidn de 10s sitios de unidn 
intracelulares para AMPc que se encuentra en el estado 
R 
resensibilizado, indica que hay un aumento en la produccidn 
del nucle15tido ciclico en respuesta a la estimulaci6n con 
LH. aunque en concentraciones tan bajas que no permiten su 
deteccihn en el medio extracelular. Sin embargo, estos 
niveles de 4MPc podrian ser suficientes para activar la 
s intesis de testosterona. Otros trabajos (30.126) han 
suaerido una compartimentalizaci6n funcional en las 
respuestas mediadas por AMPc y la PK y postularon que la 
fraccidn de AMPc necesaria para la activacidn celular tiene 
un acceso mds direct0 a 10s receptores relacionados con la 
modul aci 6n de las enz imas cl aves de 1 a esteroidoq&nesi s. 
: con la falta de receptores para LH presentes, en la 
Dado que el EDSO de la estimulacidn con db-AMPc no es 
modificado por el tratamiento resensibilizante, pese a la 
menor sensibi 1 idad de la respuesta a la hormona, se puede 
postular que este corrimiento en la sensibi 1 idad se debe a 
una menor producci 6n de AMPc , ref 1 ejada en 1 a ocupaci Gn de 
10s sitios intracelulares para el nucledtido. La menor 
produccidn de AMPc durante la estimulacidn con LH de las 
; 
cGlulas de Leydig resensibilizadas puede estar relacionada 
membrana. Los resultados presentados muestran que c4lulas 
? que han recuperado parcialmente sus receptores son capaces 
! de responder a la LH per0 presentan una sensibilidad 
intermedia entre la de las c4lulas controles y las 
resensibi 1 izadas. Esto estar ia indicando una correlacidn 
entre el nlimero de receptores disponibles y la sensibilidad 
de la respuesta androqdnica. 
Ha sido va demostrado (28) que se obtiene en cGlulas 
de Leydip una respuesta esteroidog4nica mdxima con la 
ocupacidn de un 1% de 10s receptores para LH. For otra 
parte, existe una clara correlacidn entre la unidn a 
membranas de Gpp(NH)p inducida por la hormona y la 
activacidn de la AC y, ademds, la cantidad de mol&culas del 
nucledtido que se unen a la membrana es con5iderablemente 
mavor que el ndmero de sitios de uni6n para LH. Todos 
8 
estos datos, unidos a los encontrados en este trabajo sobre 
sensibilidad de la respuesta despuds de 10s distintos 
tratamientos con hCG, permiten plantear un modelo para 
primera etapa clel mecanismo de acci6n de la gonadotrofina 
en cglulas de Levdiq. En el tejido normal la ocupacidn del 
primer tip0 de sjtios de uni6n para LH (alta afinidad. baja 
fl 
capacidad) ser i'a 
esteroi doq&ni ca. 
capaz de di sparar la respuesta 
La presencia de 10s demds sitios 
(considerados "en exceso" regular i'a la sensibi 1 idad de la 
respuesta f avoreciendo, qui zds, 1 as f enbmenos de aqreqacidn 
e interaccidn con otros componentesj de la membrana. Esto 
estari'a mediado por 10s microfilamentos, lo qe explicari'a 
el efecto de la citocalasina B sobre la sensibilidad de la 
produccidn de AHPc frente a1 estlmulo hormonal. El estado 
de desensibi lizacidn se producir i'a, en primera instancia, 
por dos fen6menos: 1) el desacoplamiento de la AC (127,128) 
y 2) una rdpida internalizacidn de 10s receptores de alta 
afinidad. responsables de la respuesta aguda. Posiblemente 
estos dos mecani smos no Sean i ndependi entes. Luego 
suruirian 10s demds bloqueos enmimdticos 'descriptos Y la 
internal izacidn lenta de demds receptores. 
Paralelamente. la administracidn de hCG produciri'a un 
increment0 de toda la maquinaria celular, especialmente de 
aquel 1 os componentes re1 acionados con 1 a esteroi doq4nesi s. 
Una seg~tnda dosis acentuar id este efecto trGf ico de las 
gonadotrof inas, sin ser capaz ya de volver a desensibilizar 
i 
las cklulas. Este estado de hipertrof ia celular permitir ia 
que, pese a la casi total ausencia de receptore5 y la 
escasa produccibn de AMPc, una nueva exposicicjn a -la LH 
p. 
' pueda estimular la s intesis de testosterona. 
Hablar de una hipertrof ia celular implica mencionar 
incrementos en la sintesis de proteinas. Ya en 1976 se 
sugirid que las qonadotrofinas eran capaces de producir una 
activacidn de la cromatina testicular (233). Sin embargo 
ese trabaio se realiz6 sobre el testiculo total y hasta la 
observacidn de Aquilano y Dufau (201) sobre la activacidn 
por hCG de la ARN pol imerasa de c4lul as de Leydig no se 
hab ia informado sobre ninquna actividad enzimdtica nuclear 
que f uese modul ada por gonadotrof i nas. 
actividad de topoisomerasa I no hab (a sido 
descripta a1.h en cGlulas de Leydig por 10 que en primera 
instancia se la caracterizd. Se demostrh lueao que 10s 
tratarnientos con qonadotrof inas tanto "in vivo" como "in 
- 
vitro" no modifican la actividad de topoisomerasa I. Sin 
embarqo. una dosis desensibil izante de hCG es capaz de 
aumentar la actividad especifica de la enzima de cklulas de 
Leydiq entre las 12 y las 48 horas despu4s de la inyeccidn. 
Es interesante d n ~ t a r  que otros autorea (201) encontraron 
que dosis desensibi 1 izantes de hCG produc ian una 
estimul aci dn prolonqada de 1 as activi dades de ARN 
polimerasa de cklulas de Levdig. El perf i l  temporal para 
esta activacihn result6 ser prdcticamente iddntico a1 de la 
topoi somerasa I. Ambas enzimas podr Can estar af ectando 10s 
procesos de transcripcihn que desembacan en la hipertrofia 
celular. Hodgson y de Kretser tambiCn demostraron que la 
hipertrofia se manifiesta a partir justamente de las doce 
horas y se mantiene por lo menos hasta las 48 horas despuds 
de la i nvecci 6n de hCG (229). 
Cuando se profundizd en el mecanismo de la 
estimulaci6n de la actividad de la topoisomerasa I por 
qonadotrof i n a ~  se vi6. que, en c&lulas de Leydig, existe uoa 
compartimentaliraci6n de la enzima. Se detect& una 
actividad f uertemente unida a la cromatina, s61n extra ible 
con NaCl 1 M, que no fue afectada por ninguno de 10s 
tratamientos hormonal es probados. 
actividades medidas fueron moduladas por 
El rest0 de las 
la ganadotrofina 
en una secuencia temporal. A partir de las cuatro horas se 
observa un incremento pequeRo per0 siqnificativo de la 
I 
actividad citosdlica que entre las 24 y 48 horas desciende 
) .  a valores menores que 10s basales. Coincidentemente, la 
actividad nuclear extrai'ble- con NaCl O,5 M estd estirnulada 
entre las 24 y las 48 horas posteriores a la inyeccihn de 
hCG. Estos resul tadas suqieren que ex i ste una actividad 
latente de topoisomerasa I en el citosol que sufre un 
proceso de activacidn y traslocacidn hacia el ncicleo, 
inducido por la qonadotrofina. 
En cuanto a1 mecanisrno de activacidn en si, se 
demostrd que en estractos totales de celulas controles el 
AMPc acrmen t a consi derablemente la actividad de 
topoisomerasa I. Varios fenCmenos nucleares parecen estar 
regulados por ~ s t e  nucledtido. El AMPc ha sido relacionado 
con el control de la expresihn de qenes especificos 
(149-153). Varios grupos han sugerido que alquno o quitas 
todos 10s pasos de la produccidn de AHNm estdn requlados 
por mecanismos de f osf o - desf osf ori 1 acid~n dependientes de 
APIPc (156-159). Por otro lado, existen factores proteicos 
como las HMG 14/17 capaces de modular la actividad de 
topoisonlerasa I y de ser fosforilados por cascadas de 
quinasas dependientes de AMPc (254). Ademds, es 
interesante destacar que la topoisomerasa I de hepatoma ha 
sido encontrada fosforilada en serina (235) y, por otra 
parte, la fosf~rilacidn de la topoisomerasa I en serina 
estimula la actividad enzimdtica (236). Recientemente Tse 
Dinh y col. (237) demostraron que la topoisomerasa I es 
inhibida por fosforilacidn "in vitro" en tirosina. Los 
resultados presentados aqui demuestran que la estimulacidn 
con AMPc es mediada por fendmenos de fosforilacidn. La 
compartimentaliiacidn funcional del AMPc (30,1261, la PK 
(29) Y la topoisomerasa I podrian explicar 10s diferentes 
tiempos necesarios para la activacidn de la topoisomerasa I 
por la qonadotrofina y el AMPc. Pese a esta diferencia, el 
hecho que 5610 se haya aqreqado AMPc qarantiza la homoloqia 
del sistema y permite suqerir un mecanismo mediado por AMPc 
para la activacidn de la enzima por la hormona. 
Hecientemente se ha informado que la forma fosforilada 
subunidad requlatoria de ,la PK del tip0 
dependiente de AMPc (RII) posee una actividad intrinseca de 
topoi somerasa I (238) . Este ha1 1 asqo, sumado 
demostraci6n de una traslocaci6n de HI1 a1 n13cleo de 
hepatocitos (158). permite una interpretacidn qlobal de 10s 
resultados aqui' presentados. La hipcitesis 5er ia que la LH 
r 
induce un aumento del nivel de AMPc que a1 activar a la PK 
produce dos efqctos. Por un lado, produce 
fosforilacitm de proteinas, entre ellas RII. For el .otro, 
** 
? esta subunidad, ahora con actividad de topoisomerasa I, 
1 traslocar ia a1 nQc1eo donde intervendria en 
transcripcibn de qenes especificos. Esto esplicar i'a 
tambidn porqu& el AMPc no es capaz de estimular la enzima 
en un extract0 nuclear. 
Ex i sten, por supuesto, otras posi bi 1 i dades: 1 a PK 
podria estar fosforilando otros factores que, a su vez, 
modifican la actividad enzimdtica; o la misma enzima podria 
ser sustrato de la PK. De todos modos, estos resultados 
presentan un modelo interesante para la explicacidn de 10s 
efectos nucleares de hormonas proteicas que utilizan a1 
AMPc como segundo mensajero. 
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